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АНОТАЦІЯ 

Горак І. Р. Роль адаптерного протеїну Ruk/CIN85 у контролі міграції й 

інвазії пухлинних клітин in vitro та in vivo. – Кваліфікаційна наукова праця на 

правах рукопису. 

Подається на здобуття наукового ступеня кандидата біологічних наук 

(доктора філософії) за спеціальністю 03.00.04 «Біохімія». – Інститут біохімії 

ім. О. В. Палладіна НАН України. 

Рак грудної залози лідирує серед інших онкологічних захворювань за 

рівнем смертності внаслідок метастазування і набуття пухлинними клітинами 

резистентності до терапії. В основі посиленої інвазивності та метастазування 

карциномних клітин лежить епітелійно-мезенхімний перехід (ЕМТ) – 

програма трансдиференціювання клітин епітелійного походження, внаслідок 

якої пухлинні клітини втрачають епітелійні ознаки, такі як апікально-

базальна полярність і міжклітинні контакти, і набувають мезенхімних ознак, 

таких як витягнута фібробластоподібна форма клітини, посилена рухливість, 

активація металопротеїназ тощо. У відповідь на рецептор-опосередковану 

індукцію ЕМТ, у пухлинній клітині активуються транскрипційні фактори 

SNAIL, Twist і Zeb1/2, які індукують експресію мезенхімних маркерів, і 

репресують експресію епітелійних маркерів. У зв’язку з цим, постає потреба 

пошуку молекулярних мішеней для впливу на розвиток ЕМТ та боротьбу з 

пухлинними клітинами, що мають високоінвазивний мезенхімний фенотип. 

Серед потенційних мішеней для дії таргетної терапії, скерованої на ЕМТ, 

виділяють різноманітні компоненти сигналювання клітини – мембранні 

рецептори, ефекторні кінази, транскрипційні фактори, а також адаптерні 

протеїни. 

Адаптери – це протеїни модульної будови, які забезпечують збирання 

сигнальних комплексів, регулюють, скеровують та полегшують 

внутрішньоклітинне сигналювання. До таких молекул належить і адаптерний 

протеїн Ruk/CIN85 (Regulator for ubiquitous kinase/Cbl-interacting protein of 85 

kDa). Це представник родини CIN85/CMS, що складається з трьох SH3 
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доменів (А, В і С) на N-кінці молекули, збагаченого на пролін району та 

надспіралізованого домену на С-кінці молекули. На сьогодні описано 

близько 300 протеїнів-партнерів Ruk/CIN85, шляхом взаємодії з якими цей 

адаптерний протеїн бере участь у таких процесах як ендоцитоз активованих 

рецепторних тирозинкіназ, організація і біогенез елементів цитоскелету, 

адгезія, інвазивність, апоптоз тощо.  

Було показано, що первинні пухлини грудної залози людини 

характеризуються зростанням експресії Ruk/CIN85, особливо в зонах інвазії 

та метастазування, а високий рівень експресії Ruk/CIN85 корелює з пізніми 

стадіями розвитку пухлини і поганим прогнозом. Не зважаючи на зв‘язок 

цього адаптерного протеїну з метастазуванням та малігнізацією пухлинних 

клітин, молекулярні механізми його залучення до цих процесів вивчені 

недостатньо.  

Враховуючи сказане, метою даної дисертаційної роботи було 

дослідити механізми, залежні від адаптерного протеїну Ruk/CIN85, що 

забезпечують контроль процесів міграції й інвазії пухлинних клітин на 

моделях in vitro та in vivo. Відповідно до мети було поставлено 6 завдань: 

1) Отримати сублінії аденокарциномних клітин грудної залози миші лінії 

4Т1 зі стабільною надекспресією/зниженою експресією адаптерного 

протеїну Ruk/CIN85. 2) Охарактеризувати ЕМТ-асоційовані особливості 

поведінки клітин 4Т1 (проліферативний потенціал, адгезивність, здатність 

до міграції й інвазії in vitro) залежно від рівня експресії Ruk/CIN85 в 

отриманих сублініях. 3) Проаналізувати рівні експресії генів, залучених до 

контролю ЕМТ в клітинах 4Т1, залежно від рівня експресії адаптерного 

протеїну Ruk/CIN85 методами кількісної RT-PCR, імунофлуоресцентної 

мікроскопії та Вестерн-блот аналізу. 4) Дослідити активності 

металопротеїназ і лізилоксидаз, продукування ангіостатинів та особливості 

організації актинового цитоскелету в клітинах 4Т1 з різним рівнем експресії 

Ruk/CIN85. 5) Встановити роль адаптерного протеїну Ruk/CIN85 у контролі 

розвитку ознак, властивих для ракових стовбурових клітин (експресію 
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маркерів CSCs, формуванння мамосфер, ріст у напіврідкому агарі, 

хіміорезистентність). 6) Оцінити роль адаптерного протеїну Ruk/CIN85 у 

метастазуванні in vitro та in vivo (трансендотеліальна міграція, проникність 

капілярів легенів до барвника Evans Blue, ефективність колонізації легенів, 

метастазування в легені на моделі експериментального метастазування). 

Як модель для дослідження використовували сублінії клітин 

аденокарциноми грудної залози миші лінії 4Т1 зі стабільною надекспресією 

(сублінії RukUp-1, RukUp-2) і зниженою експресією (сублінія RukDown) 

адаптерного протеїну Ruk/CIN85. Було виявлено залежність морфології 

клітин 4Т1 від рівня експресії Ruk/CIN85: клітини з надекспресією 

Ruk/CIN85 мали переважно округлу та витягнуту еліпсоїдну форму, тоді як 

пригнічення експресії Ruk/CIN85 супроводжувались набуттям ще більш 

вираженого епітелійного фенотипу.  

Методами прямого підрахунку клітин, МТТ-тестом та за кількістю 

Кі67-позитивних ядер у клітинах досліджуваних субліній було 

продемонстровано негативний зв’язок між проліферативним потенціалом і 

рівнем експресії Ruk/CIN85 у клітинах 4Т1. Також виявили, що надекспресія 

Ruk/CIN85 веде до зниження адгезії клітин 4Т1 до колагену 1 типу і 

фібронектину, але не Матригелю, а пригнічення експресії Ruk/CIN85 – до 

посилення адгезії до усіх досліджених матриксів. Рухливість клітин in vitro 

досліджували методом заростання подряпини, а інвазивність – за допомогою 

модифікованої камери Бойдена. Продемонстровано, що клітини 4Т1 з 

надекспресією Ruk/CIN85 характеризувались достовірним зростанням їх 

рухливості та інвазивності через Матригель, фібронектин і колаген І типу, 

тоді як у клітинах сублінії RukDown ці властивості були пригнічені. 

Динаміку міграції та інвазії через Матригель in vitro оцінювали за допомогою 

приладу xCELLigence Real-Time Cell Analyzer (RTCA) DP Instrument і 

встановили, що вже через 12 год. після початку експерименту зростала 

ефективність як міграції, так і інвазії клітин 4Т1 з надекспресією Ruk/CIN85 

у порівнянні з контролем. Було відібрано високоінвазивні субпопуляції 
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клітин 4Т1 дикого  типу і продемонстровано, що в цих субпопуляціях вміст 

Ruk/CIN85 був вищим. Одержані результати свідчать про те, що адаптерний 

протеїн Ruk/CIN85 залучений до контролю проліферації, адгезивності, 

рухливості та інвазії клітин раку грудної залози. 

Аналізом рівнів експресії генів, асоційованих з ЕМТ, методами 

кількісної ПЛР, Вестерн-блот аналізу та флуоресцентної конфокальної 

мікроскопії виявлено, що в клітинах з надекспресією Ruk/CIN85 зростали 

експресія мРНК та протеїну мезенхімного маркера віментину, і знижувались 

– епітелійного маркера Е-кадгерину. Для клітин сублінії RukDown, навпаки, 

показано зростання експресії Е-кадгерину і пригнічення експресії віментину. 

Ці дані було підтверджено за допомогою конфокальної флуоресцентної 

мікроскопії. Аналіз експресії транскрипційних факторів-регуляторів ЕМТ, а 

саме Snai1, Twist1, Zeb1 i Zeb2, показав, що при надекспресії Ruk/CIN85 

достовірно зростали, а при пригніченні експресії Ruk/CIN85 – достовірно 

знижувались рівні експресії усіх чотирьох досліджуваних генів. Водночас, за 

рівнями експресії негативних регуляторів ЕМТ, транскрипційних факторів 

KLF17 і Myb, виявлено негативну залежність між їх експресією і вмістом 

Ruk/CIN85 у клітинах 4Т1. Аналіз експресії молекул адгезії (Tgfb1, Icam, 

Tjp, Itgb1, Fn1, Cfl1) показав, що рівні їх експресії знижувались у сублінії 

RukUp-1 і зростали у сублінії RukDown, що узгоджується з попередніми 

даними про пригнічення адгезивності клітин 4Т1 за умов надекспресії 

адаптерного протеїну Ruk/CIN85. За результатами аналізу рівнів експресії 

молекул запалення, було виявлено, що Ruk/CIN85 посилював експресію 

ліпокаліну-2, інтерлейкіну-1, -6, та Cxcl5. Ефективні інвазія пухлинних 

клітин за мезенхімним типом потребує експресії й активації протеїназ, які 

розщеплюють компоненти позаклітинного матриксу. Неочікувано, було 

встановлено, що у високоінвазивній сублінії RukUp-1 рівні експресії MMP-2, 

MMP-9 та катепсину D пригнічувались, тоді як у низькоінвазивній сублінії 

RukDown - зростали. Було також виявлено, що Ruk/CIN85 позитивно 

регулював експресію урокінази та її інгібітора, і негативно – рецептора 
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урокінази. Отже, в даній роботі вперше було продемонстровано здатність 

Ruk/CIN85 модулювати експресію генів, асоційованих з ЕМТ/МЕТ, залежно 

від рівня його експресії в пухлинних клітинах. 

Використання методу желатинової зимографії для аналізу активності 

матриксних металопротеїназ ММР-2 і ММР-9 дозволило показати, що 

активність цих ензимів зростала в клітинах RukDown і знижувалась в 

клітинах RukUp-1. Після забарвлення актинового цитоскелету за допомогою 

TRITC-фалоїдину, у клітинах RukUp-1 було виявлено кортикальне актинове 

кільце і специфічні вип‘ячування мембрани («блеби»), характерні для клітин, 

які мігрують за амебоїдним типом. До того ж, у клітинах RukUp-1 достовірно 

зростали рівні експресії генів лізилоксидаз Lox і Loxl2 та активність цього 

ензиму, тоді як в сублінії RukDown як експресія, так і активність 

лізилоксидази була пригніченою. Металопротеїнази можуть брати участь у 

обмеженому протеолізі плазміногену з утворенням кригнл-вмісних 

фрагментів - ангіостатинів, які пригнічують ангіогенез, рухливість та 

інвазивність пухлинних клітин. За допомогою Вестерн-блот аналізу було 

виявлено фрагмент з молекулярною масою 50 кДа у лізатах клітин 

досліджуваних субліній, причому найбільшу кількість ангіостатинів 

продукували клітини сублінії RukDown, а в сублінії RukUp-1 вони майже не 

виявлялись. Застосування ангіостатинів, що містять 1-3 та 5 крингли, 

призводило до пригнічення інвазивності високоінвазивних клітин RukUp-1 

приблизно удвічі. Застосування інгібітора металопротеїназ GМ6001 

відновлювало інвазивність клітин, а інгібітор серинових протеїназ мав 

інгібувальний ефект на інвазивність. Одержані результати свідчать про те, 

що надекспресія Ruk/CIN85 у клітинах 4Т1 супроводжується набуттям ознак, 

характерних для амебоїдного типу міграції. 

Ступінь прояву ознак ракових стовбурових клітин (CSCs) у клітинах 

лінії 4Т1 з різними рівнями експресії Ruk/CIN85 оцінювали за експресією 

специфічних поверхневих маркерів CD44 і CD24 та генів 

репрограмування, здатністю формувати сфероїди (мамосфери) при 
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культивуванні на низькоадгезивному пластику, резистентністю до  дії 

доксорубіцину та активацією альдегіддегідрогенази ALDH. Було 

показано, що в клітинах RukUp-1 достовірно зростав рівень експресії 

CD44, і пригнічувалась експресія CD24. У клітинах сублінії RukDown 

виявлено протилежно спрямовані зміни у рівнях експресії CD44 і CD24 та 

пригнічення експресії Oct4. При дослідженні здатності клітин 4Т1 з 

різними рівнями експресії Ruk/CIN85 до сфероїдоутворення встановлено, 

що клітини RukUp-1 формували достовірно більшу кількість сфероїдів, 

причому ця здатність зберігалась протягом як мінімум 4 пасажів, а 

клітини RukDown, навпаки, формували меншу кількість сфероїдів. Окрім 

цього, сфероїди, утворені клітинами RukUp-1, мали неправильну форму і 

нерівні краї. Для оцінки впливу Ruk/CIN85 на хіміорезистентність клітин 

4Т1, визначали значення напівлетальної дози (ІС50) для доксорубіцину і 

показали, що цей показник достовірно зростав для клітин RukUp-1, і 

знижувався для клітин RukDown. Також, було виявлено позитивну 

кореляцію між рівнем експресії Ruk/CIN85 у клітинах 4Т1 і активністю 

ензиму детоксикації ALDH. Тест на клоногенність в напіврідкому агарі 

показав, що як за контрольних умов, так і за присутності доксорубіцину, 

клітини RukUp-1 утворювали достовірно більшу кількість колоній, які, 

подібно до сфероїдів, мали неправильну форму. Клітини RukDown, 

навпаки, утворюють меншу кількість колоній. Одержані результати 

продемонстрували, що надекспресія Ruk/CIN85 веде до посилення прояву 

ознак CSCs. 

Екстравазування – це ключовий етап процессу метастазування, під час 

якого відбувається вихід пухлинних клітин з кровотоку і «хоумінг» в 

дистантний орган. Ефективність екстравазування in vitro оцінювали за 

допомогою трансендотеліальної міграції (ТЕМ), тобто міграції пухлинних 

клітин через шар ендотеліоцитів легені у модифікованій камері Бойдена. 

Було показано, що ефективність ТЕМ для клітин 4Т1 з надекспресією 

Ruk/CIN85 була у 15 разів вищою, тоді як для клітин з пригніченою 
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експресією Ruk/CIN85, навпаки, знижувалась у порівнянні з відповідним 

контролем. На моделі in vivo оцінювали проникність капілярів легені до 

барвника Evans Blue і здатність досліджуваних клітин колонізувати легені 

мишей лінії Balb/c. Було продемонстровано, що у групі RukUp-1 достовірно 

зростала як проникність капілярів легені, так і кількість колоній в легені, у 

порівнянні з контролем. Метастатичний потенціал досліджуваних субліній 

клітин 4Т1 оцінювали за допомогою експериментального метастазування. 

Для цього клітини досліджуваних субліній вводили 8-тижневим самкам 

мишей лінії Balb/c внутрішньовенно і через 2 тижні оцінювали кількість 

поверхневих метастазів і морфологічні зміни у легені. Було встановлено, що 

у групі RukUp-1 достовірно зростала кількість поверхневих метастазів у 

легені, тоді як у групі RukDown метастази практично не виявлялись. 

Морфологічний аналіз легені показав, що у тварин групи RukUp-1 легенева 

тканина була практично повністю заміщена пухлинною тканиною, 

виявлялись ознаки інвазії в сусідні тканини і в судини, тоді як в групі 

RukDown легеня зберігала практично нормальну структуру, виявлялись 

лише поодинокі мікрометастази, що свідчить про здатність адаптерного 

протеїну Ruk/CIN85 стимулюватти метастазування клітин лінії 4Т1 за умов 

його up-регулювання. Оцінювання відсотку ядер, позитивних за антигеном 

проліферації Кі67, у легеневих метастазах покаало, що в групі RukUp-1 

зростав відсоток Кі67-позитивних пухлинних клітин, тоді як в групі 

RukDown – знижувався. Ці дані свідчать про те, що Ruk/CIN85, ймовірно, 

індукує мезенхімно-епітелійний перехід у пухлинних клітинах, які 

метастазували в легеню. 

Результати проведених експериментальних робіт засвідчили участь 

адаптерного протеїну Ruk/CIN85 у контролі епітелійно-мезенхімної 

пластичності на моделях in vitro та in vivo. Одержані в даній дисертаційній 

роботі результати дозволяють зробити висновок, що високий рівень експресії 

Ruk/CIN85 в клітинах 4Т1 призводить до розвитку високоагресивного, 

гібридного мезенхімно-амебоїдного фенотипу, тоді як пригнічення експресії 
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адаптерного протеїна – до фіксування клітин 4Т1 у гомогенному 

епітелійному стані і блокування епітелійно-мезенхімної пластистичності. 

Ключові слова: Ruk/CIN85, епітелійно-мезенхімний перехід, 

пластичність, ракові стовбурові клітини, метастазування, інвазія, рак грудної 

залози. 

 

SUMMARY 

Horak I. R. Role of adaptor protein Ruk/CIN85 in the control of migration 

and invasion of cancer cells in vitro and in vivo. - Qualification scientific work on 

the rights of manuscripts. 

Thesis for a candidate degree in biological sciences (doctor of philosophy) in 

specialty 03.00.04 "Biochemistry". - Palladin Institute of Biochemistry of NAS of 

Ukraine, Kyiv, 2019. 

Breast cancer is one of the leading cancers by mortality due to metastasis 

and tumor chemoresistance. Enhanced invasiveness and metastasis of carcinoma 

cells are dependent on the epithelial-mesenchymal transition (EMT), - a 

transdifferentiation program of epithelial cells, resulting in losing epithelial 

features such as apical-basal polarity and intercellular contacts by tumor cells and 

acquiring mesenchymal features such as elongated fibroblast-like cell shape, 

enhanced motility, activation of metalloproteinases etc. In response to the receptor-

mediated EMT induction, the transcription factors SNAIL, Twist and Zeb1/2 

activate the expression of mesenchymal markers and repress the expression of 

epithelial markers. According to the above mentioned, there is a need to search for 

molecular targets in order to influence the EMT development and the fight against 

tumor cells with highly invasive mesenchymal phenotype. Among the potential 

targets for targeting therapy directed at EMT, various components of cell signaling 

networks are distinguished: membrane receptors, effector kinases, transcription 

factors, and adaptor proteins. 

Adaptors are proteins of a modular structure that provide assembly of 

signaling complexes, regulate, direct and facilitate intracellular signaling. This 
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group of molecules include adaptor protein Ruk/CIN85 (Regulator for ubiquitous 

kinase/Cbl-interacting protein of 85 kDa). Ruk/CIN85 is a member of CIN85/CMS 

family, consisting of three SH3 domains (A, B, and C) on the N-terminus, proline-

enriched region, and coil-coiled domain on the C-terminus of the molecule. To 

date, about 300 Ruk/CIN85 protein partners have been described, through which 

this adaptor protein is involved in various cellular processes such as endocytosis of 

ligand-activated receptor tyrosine kinases, organization and biogenesis of 

cytoskeleton elements, adhesion, invasiveness, and apoptosis. It has been shown 

that human primary breast tumors are characterized by increased expression of 

Ruk/CIN85, especially in areas of invasion and metastasis. Moreover, high levels 

of Ruk/CIN85 expression correlate with tumor stage and poor prognosis. Despite 

the association of this adaptor protein with metastasis and malignancy of tumor 

cells, the molecular mechanisms of its involvement in these processes are not 

sufficiently studied. The aim of this thesis was to investigate the mechanisms 

dependent on the adaptor protein Ruk/CIN85, providing control of migration and 

invasion of tumor cells on in vitro and in vivo models. According to the aim, 6 

tasks were set: 1) To obtain subclones of mouse breast adenocarcinoma 4T1 

cells with stable overexpression/knockdown of  Ruk/CIN85. 2) To characterize 

EMT-associated features of 4T1 cells behavior (proliferative potential, 

adhesiveness, motility and invasion in vitro) depending on the expression levels 

of Ruk/CIN85. 3) To analyze the expression of genes involved in EMT control 

in 4T1 cells with different expression levels of adaptor protein Ruk/CIN85 by 

quantitative RT-PCR, immunofluorescence microscopy and Western blot 

analysis. 4) To investigate the activity of metalloproteinases and lysyl oxidase, 

angiostatin production, and the features of actin cytoskeleton organization in 

4T1 cells with different levels of Ruk/CIN85 expression. 5) To study the role of 

adaptor protein Ruk/CIN85 in the  control of cancer stem cells properties 

(expression of CSCs surface markers, anchorage-independent growth, 

chemoresistance). 6) To evaluate the role of Ruk/CIN85 in metastasis in vitro 
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and in vivo (transendothelial migration, lung vessels permeability to Evans Blue 

dye, lung seeding, lung metastasis on the experimental metastasis model). 

As a model, we used sublines of murine breast adenocarcinoma 4T1 cells 

with stable overexpression (sublines RukUp-1, RukUp-2) and knockdown (subline 

RukDown) of adaptor protein Ruk/CIN85. The effect of Ruk/CIN85 expression 

level on 4T1 cell morphology was revealed: Ruk/CIN85-overexpressing cells 

acquired rounded and elongated shape, while Ruk/CIN85 down-regulation was 

accompanied by the acquisition of more pronounced epithelial phenotype. 4T1 

sublines proliferative potential was estimated by direct cells counting, by MTT-

assay, and by the percent of Ki67-positive nuclei. Negative correlation between the 

proliferative potential and Ruk/CIN85 expression level in 4T1 cells was 

demonstrated. It has also been found that Ruk/CIN85 overexpression led to a 

decrease in the adhesion of 4T1 cells to collagen type 1 and fibronectin, but not to 

Matrigel, while knockdown of Ruk/CIN85 resulted in increased adhesiveness to all 

three types of extracellular matrix. In vitro cell motility was estimated by scratch 

assay, and invasiveness – using a modified Boyden chamber. It was demonstrated 

that Ruk/CIN85-overexpessing 4T1 cells are characterized by a significant increase 

in their motility and invasiveness through Matrigel, fibronectin, and type I 

collagen, while in RukDown cells these properties were suppressed. Dynamics of 

in vitro cell motility and Matrigel invasiveness was evaluated using the 

xCELLigence Real-Time Cell Analyzer (RTCA) DP Instrument. It was found that 

after 12 hours after the start of the experiment, the effectiveness of both motility 

and invasiveness of RukUp-1 cells were increased significantly in comparison to 

control. Highly invasive subpopulations of 4T1 wild-type cells were selected by 

Matrigel invasion and subsequent propagation, and it was demonstrated that these 

cells are characterized by increased Ruk/CIN85 content. The results obtained 

indicate that adaptor protein Ruk/CIN85 is involved in the control of proliferation, 

adhesion, motility, and invasiveness of breast cancer cells. 

Expression of EMT-related genes in 4T1 cells with different levels of 

Ruk/CIN85 expression was analysed by quantitative RT-PCR, Western blotting, 
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and fluorescent confocal microscopy. Ruk/CIN85-overexpressing 4T1 cells 

revealed increased expression of mesenchymal marker vimentin and decreased 

expression of epithelial marker E-cadherin at mRNA and protein levels. In 

contrary, for Ruk/CIN85-downregulated 4T1 cells increased E-cadherin expression 

and decreased vimentin expression were shown. These data were confirmed by 

confocal fluorescent microscopy. The analysis of transcription factors – EMT 

master regulators (Snai1, Twist1, Zeb1, and Zeb2) expression in 4T1 cells with 

different Ruk/CIN85 content showed that expression levels of these transcription 

factors in RukUp-1 cells were significantly increased, and in RukDown cells – 

significantly decreased. In contrast, the expression levels of EMT negative 

regulators, transcription factors KLF17 and Myb, correlated nrgatively with 

Ruk/CIN85 expression in 4T1 sublines. Expression of adhesion molecules (Tgfb1, 

Icam, Tjp, Itgb1, Fn1, Cfl1) was attenuated in RukUp-1 cells, but elevated in 

Ruk/Down cells, which is consistent with the previous data on the negative 

regulation of adhesion by adaptor protein Ruk/CIN85. By evaluating expression 

levels of the inflammatory molecules, it was found that Ruk/CIN85 induces 

expression of  lipocalin-2, interleukin-1, -6, and Cxcl5. Tumor invasion requires 

expression of proteinases that break down the components of extracellular matrix. 

However, it was found that expression of MMP-2, MMP-9 and cathepsin D in the 

highly invasive RukUp-1 subline was suppressed, while in weakly invasive subline 

RukDown, the expression of these genes increased. Also, Ruk/CIN85 regulates 

positively the expression of urokinase and its inhibitor, and the negatively - 

urokinase receptor. Thus, in this thesis for the first time was studied expression of 

EMT-related genes, depending on the Ruk/CIN85 expression level, and it was 

found that this adaptor protein modulates the expression of key molecules involved 

in EMT/MET. 

The activity of matrix metalloproteinases MMP-2 and MMP-9 was 

evaluated using gelatin zymography. It was shown that the activity of these 

enzymes increased in RukDown cells and decreased in RukUp-1 cells. By staining 

actin cytoskeleton with TRITC-conjugated phalloidin, a cortical actin ring and 
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membrane blebs, which are characteristic of cells migrating by amoeboid type, 

were found in RukUp-1 cells. In addition, in RukUp-1 cells, Lox and Loxl2 

expression levels and enzymatic activity of lysyl oxidase were significantly 

increased, while in RukDown subline, both expression and activity of lysyl oxidase 

were suppressed. Matrix metalloproteinases may be involved in the partial 

plasminogen proteolysis to form kringle-containing fragments - angiostatins, which 

inhibit angiogenesis, motility, and invasiveness of tumor cells. Western-blot 

analysis revealed plasminogen fragment with molecular weight of 50 kDa in cell 

lysates. The highest quantity of angiostatin was produced by RukDown cells, while 

in RukUp-1 cells lysate almost no angiostatin production was detected. It was also 

shown that angiostatins containing 1-3 and 5 kringles inhibited invasiveness of 

highly-invasive RukUp-1 cells by two times. Application of the inhibitor of 

metalloproteinases GM6001 restored invasiveness of RukDown cells, while serine 

proteinase inhibitor pNFGB had an inhibitory effect on RukDown cells 

invasiveness. The obtained results indicate that Ruk/CIN85 overexpression in 4T1 

cells is accompanied by the acquisition of amoeboid migration properties. 

CSCs features in 4T1 cells with different expression levels of Ruk/CIN85 

were evaluated by expression of specific surface markers CD44 and CD24 and 

reprogramming-related transcription factors, the ability to form spheroids 

(mammospheres) on low-adhesion plastic, doxorubicin resistance, and activity of 

aldehyde dehydrogenase. It was shown that in RukUp-1 cells CD44 expression 

level was significantly increased, and CD24 expression was suppressed. In 

RukDown cells oppositely directed changes in CD44 and CD24 expression levels 

were detected. As well, RukUp-1 cells were characterized by increased expression 

of Klf4 and Nanog, while in RukDown cells expression of Oct4 was suppressed. In 

the study of Ruk/CIN85 effect on 4T1 cells spheroid formation, it was found that 

RukUp-1 cells formed significantly higher number of spheroids, and this ability 

was maintained for at least 4 passages, while RukDown cells, on the contrary, 

formed less spheroids. In addition, spheroids formed by RukUp-1 cells had 

irregular shape and rough borders. In order to investigate Ruk/CIN85 effect on 4T1 
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cells chemoresistance, the quantification of IC50 for doxorubicin was determined 

and it was demonstrated that IC50 was significantly increased for RukUp-1 cells 

and decreased for RukDown cells. Also, a positive correlation was found between 

Ruk/CIN85 expression level in 4T1 cells and ALDH enzymatic activity. 

Clonogenicity test in semi-solid agar demonstrated that both under control 

conditions and in the presence of doxorubicin, RukUp-1 cells formed a 

significantly higher number of colonies, which, likely to spheroids, had irregular 

shape. RukDown cells, by contrast, were characterized by attetuated clonogenicity. 

The data obtained demonstrate that Ruk/CIN85 overexpression in 4T1 cells led to 

an increase in the manifestation of CSCs properties. 

Extravasation is a key stage in metastatic process, when tumor cells 

leave the bloodstream and invade into the distant organ. Extravasation 

effectiveness in vitro was evaluated using transendothelial migration (TEM) 

assay, i.e. cancer cells migration through a layer of endothelial cells in a 

modified Boyden chamber. The effectiveness of TEM for Ruk/CIN85-

overexpressing 4T1 cells was demonstrated to increase 15-fold compared to 

control, and for Ruk/CIN85-downregulated cells it decreased. Extravasation in vivo 

was evaluated by lung vessels permeability to Evans Blue dye and by lung seeding. 

It was demonstrated that in the RukUp-1 group both the permeability of lung 

vessels and the number of tumor-derived colonies in the lungs increased 

significantly compared to control. Metastatic potential of 4T1 cells with different 

Ruk/CIN85 expression levels was examined by experimental metastasis. Briefly, 

cancer cells were injected intravenously into 8-week female Balb/c mice, and after 

2 weeks the number of surface metastases and morphological changes in lungs 

were evaluated. It was found that number of lung surface metastases significantly 

increased in RukUp-1 group, while in RukDown group metastases were nearly 

unidentified. Morphological analysis demonstrated that in animals of RukUp-1 

group lungs were almost completely replaced with tumor tissue, signs of invasion 

in adjacent tissues and vessels were detected, while in the RukDown group the 

lungs retained nearly normal structure and rare micrometastases were detected. 
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These findings indicate that adaptor protein Ruk/CIN85 regulates lung metastasis 

of 4T1 cells. Also, the percentage of proliferation antigen Ki67-positive nuclei in 

pulmonary metastases cells was increased significantly in the RukUp-1 group, 

while in the RukDown group this indicator was decreased. These data suggest that 

Ruk/CIN85 may induce mesenchymal-epithelial transition (MET) in tumor cells 

that metastasize to the lungs.  

The results of the experimental study demonstrated the participation of 

adaptor protein Ruk/CIN85 in the control of epithelial-mesenchymal plasticity on 

in vitro and in vivo models. The results obtained in this thesis allow to conclude 

that high expression level of Ruk/CIN85 in 4T1 cells leads to the development of a 

highly aggressive, hybrid mesenchymal-amoeboid phenotype, whereas down-

regulation of this adaptor protein - to the fixation of 4T1 cells in a homogeneous 

epithelial state and the blockage of the epithelial-mesenchymal plasticity. 

Key words: Ruk/CIN85, epithelial-mesenchymal transition, plasticity, 

cancer stem cells, metastasis, invasion, breast cancer. 
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ВСТУП 

Актуальність теми. Рак грудної залози характеризується найвищим 

показником смертності серед жінок у всьому світі через метастазування як 

основну причину невдачі лікування. На регуляторному рівні, розвиток 

агресивного фенотипу пухлин тісно взаємопов'язаний з перетворенням 

неінвазивних пухлинних клітин у стовбурово-подібні (Cancer Stem Cells, 

CSCs), зростанням терапевтичної стійкості та метастатичного потенціалу. 

Водночас, наявні терапевтичні стратегії раку грудної залози, що включають 

комбінацію підходів, таких як хірургічні, хіміотерапевтичні, 

радіотерапевтичні, «таргетну» терапію, значною мірою націлені на первинну 

пухлину, але є неефективними проти метастазів пухлини, викликаних CSCs. 

Досягнення останніх років у галузі молекулярної клітинної біології 

переконливо продемонстрували, що оборотний процес епітелійно-

мезенхімного переходу (ЕМТ), включаючи версію ЕМТ, мезенхімно-

амебоїдний перехід (МАТ), є рушійною силою метастазування пухлинних 

клітин. Здатність пухлинних клітин епітелійного походження до взаємного 

перепрограмування/транс-диференціаціювання в ході ЕМТ-МАТ/АМТ-МЕТ, 

що не потребує додаткових генетичних змін, в даний час отримало загальну 

назву епітелійно-мезенхімної пластичності (ЕМП) [1, 2]. Одними з основних 

ознак ЕМТ є втрата Е-кадгерину, який розглядається як маркер епітелійного 

диференціювання в дослідженнях EMT, та індукована експресія 

мезенхімного маркеру віментину. Е-кадгерин належить до родини 

трансмембранних глікопротеїнів, відповідальних за кальцій-залежну 

міжклітинну адгезію, тоді як віментин є складовим компонентом проміжних 

філаментів. Низка плейотропних транскрипційних факторів, включаючи 

Snail, Twist, Slag і ZEB1/2, регулюють розвиток ЕМТ у карциномних 

клітинах через пряме пригнічення експресії гену Е-кадгерину, що було 

продемонстровано в інвазивних фронтах карцином [3]. Набуття мезенхімно-

амебоїдного міграційного фенотипу є передумовою для успішного 

розповсюдження пухлинних клітин, часто пов'язаного зі зниженням 
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проліферації. Клітини, що екстравазували в органи мішені, встановлюють 

тканинно-специфічне мікрооточення, необхідне для запуску процесів 

проліферації й ангіогенезу та формування вторинних вогнищ пухлинного 

росту, метастазів. Для ефективного росту метастатичних локусів необхідне 

зворотне відновлення EMT до епітелійного фенотипу (MET) [4]. 

Молекулярні стратегії, які оркеструють ЕМП, включають в себе 

залежні від контексту динамічні зміни складу позаклітинного середовища, 

наступне модулювання рецептор-залежних сигнальних мереж, які, у свою 

чергу, забезпечують точне регулювання епігенетичних подій, зміни у 

профілях експресії генів і мікроРНК, трансляційні і посттрансляційні 

модифікації, морфологію і поведінку клітин [5]. Відповідно, у контексті 

ЕМП, виділяють три основні стратегії інгібування прогресування раку і 

появи рецидивів: (1) агенти, скеровані на сигнальні компоненти ЕМП, 

епігенетичні модифікатори і «антагоміри»; (2) агенти, які можуть вибірково 

знищувати клітини з мезенхімним фенотипом і (3) агенти, які можуть 

інгібувати пластичність і/або призводити до MET. 

Сказане визначає необхідність глибокого і всебічного з’ясування 

молекулярних механізмів, за допомогою яких пухлинні клітини набувають 

підвищеної здатності до міграції, інвазії й наступного метастазування, що має 

вирішальне значення для розробки нових підходів, здатних поліпшити 

результати лікування раку молочної залози. 

Одними із основних компонентів сигнальних мереж клітин є 

адаптерні/риштувальні протеїни. Ці протеїни характеризуються наявністю 

численних протеїно-/ліпідо-зв’язувальних доменів і мотивів, центрів для 

індукованої посттрансляційної модифікації і відсутністю каталітичних 

доменів. У багатьох випадках адаптерні/риштувальні протеїни є необхідними 

для повної активації сигнальних шляхів. Вони визначають утворення і 

локалізацію сигнальних комплексів і можуть сприяти проходженню чи 

інгібувати передачу сигналу залежно від їх концентрації в певному 

компартменті, регулюючи, таким чином, специфічність, ефективність і 
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амплітуду сигналювання [6]. Окрім того, недавно була встановлена здатність 

деяких риштувальних протеїнів функціонувати як ультрачутливі перемикачі 

регуляторних механізмів, які визначають розвиток альтернативних фенотипів 

клітин [7]. Враховуючи важливу роль адаптерних протеїнів у проведенні 

клітинних сигналів, цілком імовірно, що їх дисфункція може бути залучена 

до канцерогенезу. Результати наших попередніх досліджень 

продемонстрували підвищення експресії SH3-вмісного адаптерного протеїну 

Ruk/CIN85 (Regulator for ubiquitous kinase/Cbl-interacting protein of 85K) в 

аденокарциномах грудної залози, особливо в зонах інвазивного росту [8]. 

Встановлено, що стабільна надекспресія повнорозмірної форми Ruk/CIN85 у 

слабко інвазивних аденокарциномних клітинах грудної залози людини лінії 

MCF-7 призводить до їх малігнізації, потенційно асоційованої з ЕМТ [8].  

Однак, на сьогодні у літературі повністю відсутні дані стосовно вкладу 

адаптерних/риштувальних протеїнів, зокрема Ruk/CIN85, до контролю 

біологічних відповідей пухлинних клітин, асоційованих з ЕМП. Невідомі 

також молекулярні механізми, що забезпечують репрограмування пухлинних 

клітин за участі адаптерів. Проведення досліджень у цьому напрямку 

дозволить не тільки з’ясувати роль адаптерних протеїнів у контролі ЕМП та 

ідентифікувати нові мішені для терапевтичного втручання, але й отримати 

нові моделі ліній клітин, придатні для пошуку і розробки протипухлинних 

препаратів та моніторингу ефективності їх дії. 

Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами. 

Дисертаційна робота виконана у відповідності з планами наукових 

досліджень відділу сигнальних механізмів клітини Інституту біохімії ім. О.В. 

Палладіна НАН України. У роботі використані результати досліджень, 

отримані в рамках бюджетних тем "Механізми участі 

адаптерного/риштувального білка Ruk/CIN85 у регулюванні біологічних 

відповідей нормальних і трансформованих клітин" (№ держреєстрації 

0110U002698, 2010-2014 рр.), «Сигнальні мережі, залежні від адаптерного 

протеїну Ruk/CIN85, у контролі проліферативного потенціалу, міграції й 
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метастазування пухлинних клітин» (№ держреєстрації 0112U002624, 2015-

2019 рр.). Робота виконувалась також у рамках цільової комплексної 

міждисциплінарної програми наукових досліджень НАН України 

“Фундаментальні основи молекулярних та клітинних біотехнологій” за 

проектом «Клітини, ізольовані з постійних ліній пухлинних клітин у вигляді 

сфероїдів, що експресують деякі маркери стовбурових клітин,- як моделі для 

вивчення механізмів канцерогенезу та пошуку і розробки протипухлинних 

препаратів нового покоління» (№ держреєстрації 0110U005968, 2010-2014 

рр.), в рамках спільного проекту «c-Myb and Ruk/CIN85 modulate the signaling 

in breast cancer thereby affecting metastasis», підтриманого Національною 

Науковою Фундацією Швейцарії (Проект SCOPES № IZ73Z0_152361, 2014-

2017 рр.), та гранту ДФФД Ф83 для молодих вчених (№ держреєстрації 

0118U005080, 2018 р.). 

Мета і завдання дослідження. Метою дослідження було дослідити 

роль адаптерного протеїну Ruk/CIN85 у контролі міграції й інвазії пухлинних 

клітин in vitro та in vivo. Відповідно до мети були поставлені такі завдання: 

1. Отримати сублінії аденокарциномних клітин грудної залози миші 

лінії 4Т1 зі стабільною надекспресією/зниженою експресією адаптерного 

протеїну Ruk/CIN85.  

2. Охарактеризувати ЕМТ-асоційовані особливості поведінки 

клітин 4Т1 (проліферативний потенціал, адгезивність, здатність до міграції 

й інвазії in vitro) залежно від рівня експресії Ruk/CIN85 в отриманих 

сублініях. 

3. Проаналізувати рівні експресії генів, залучених до контролю 

ЕМТ в клітинах 4Т1, залежно від рівня експресії адаптерного протеїну 

Ruk/CIN85 методами кількісної RT-PCR, імунофлуоресцентної мікроскопії 

та Вестерн-блот аналізу. 

4. Дослідити активності металопротеїназ і лізилоксидази, 

продукування ангіостатинів та особливості організації актинового 

цитоскелету в клітинах 4Т1 з різним рівнем експресії Ruk/CIN85. 
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5. Встановити роль адаптерного протеїну Ruk/CIN85 у контролі 

розвитку ознак, властивих раковим стовбуровим клітинам (експресію 

маркерів CSCs, формуванння мамосфер, ріст у напіврідкому агарі, 

хіміорезистентність). 

6. Оцінити роль адаптерного протеїну Ruk/CIN85 у метастазуванні 

in vitro та in vivo (трансендотеліальна міграція, проникність капілярів легені 

до барвника Evans Blue, ефективність колонізації легені, метастазування в 

легеню на моделі експериментального метастазування). 

Об’єкт дослідження. Молекулярні механізми контролю міграції, 

інвазії й метастазування аденокарциномних клітин грудної залози.  

Предмет дослідження. Роль адаптерного протеїну Ruk/CIN85 у 

розвитку фенотипових і молекулярних ознак епітелійно-мезенхімної 

пластичності. 

Методи дослідження: біохімічні, методи роботи з культурами клітин, 

культивування сфероїдів, ріст клітин у напіврідкому агарі, МТТ тест, 

дослідження міграційного потенціалу з використанням «подряпини» у 

клітинному моношарі, тести на інвазивність та трансендотеліальну міграцію 

з використанням модифікованої камери Бойдена, електрофорез протеїнів у 

ПААГ та нуклеїнових кислот в агарозному гелі, Вестерн-блот аналіз, 

кількісна RT-PCR, мікроарейний аналіз, конфокальна імунофлуоресцентна 

мікроскопія, тест на проникність капілярів легені з фарбою Evans Blue, тест 

на ефективність колонізації легені, тваринні моделі для експериментального 

та спонтанного метастазування, морфологічний аналіз гістологічних зрізів. 

Наукова новизна роботи. Вперше показано, що адаптерний протеїн 

Ruk/CIN85 є одним із ключових регуляторів епітелійно-мезенхімної 

пластичності у аденокарциномних клітинах молочної залози, забезпечуючи 

зворотне динамічне модулювання фенотипових і молекулярних ознак, 

асоційованих з ЕМП, залежно від рівня його експресії. Зокрема, встановлено, 

що надекспресія Ruk/CIN85 у аденокарциномних клітинах молочної залози 

миші лінії 4Т1 призводить до пригнічення їх проліферативної активності, 
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зниження адгезивності, посилення росту, незалежного від прикріплення до 

субстрату, підвищеної рухливості, інвазивності та хіміорезистентності, 

розвитку ознак CSCs та змін у EMT-залежній транскрипційній програмі in 

vitro, а також посилення екстравазування пухлинних клітин та росту 

метастазів in vivo. Водночас, down-регулювання Ruk/CIN85 в клітинах 4Т1 

супроводжується втратою пластичності завдяки індукуванню 

диференціювання і формування стабільного епітелійного фенотипу. 

Отримані дані про здатність Ruk/CIN85 спричиняти системні ефекти на 

транскрипційному рівні є цілком новими. Вперше продемонстровано, що в 

клітинах 4Т1 з надекспресією Ruk/CIN85 мають місце узгоджені зміни в рівні 

експресії низки генів, необхідних для формування змішаного мезенхімно-

амебоїдного фенотипу. Встановлено найважливіші зміни, необхідні для 

підтримки амебоїдного типу інвазивності: зниження експресії(і активності) 

ММР-2, ММР-9 та катепсину D, TGF-β2 і інтегрину β1, а також підвищення 

рівня експресії й активності лізилоксидази, формування примембранного 

актинового кільця та вип’ячувань плазматичної мембрани («блебів»), що 

забезпечує, таким чином, потенціал для ефективної міграції й інвазії клітин 

за умов пригніченого навколоклітинного протеолізу й клітинної адгезії. 

Вперше показано, що підвищені рівні експресії й активності ММР-2 і ММР-9 

в клітинах 4Т1 зі зниженою експресією Ruk/CIN85 корелюють з підвищеним 

продукуванням ангіостатинів та пригніченим інвазивним потенціалом 

Практичне значення одержаних результатів. Результати 

дисертаційної роботи розширюють сучасні уявлення про роль адаптерних 

протеїнів у канцерогенезі, зокрема ролі адаптерного протеїну Ruk/CIN85 у 

розвитку фенотипових і молекулярних ознак, асоційованих з епітелійно-

мезенхімною пластичністю. Результати транскрипційного профілювання 

генів в клітинах 4Т1 з різним рівнем експресії Ruk/CIN85 вказують на те, що 

даний адаптерний протеїн може слугувати прогностичним маркером 

пухлинного процесу і потенційною мішенню для розробки фармакологічних 

препаратів, скерованих на інгібування пластичності аденокарциномних 
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клітин. Створені клітинні технології (стабільні сублінії з надекспресією 

Ruk/CIN85), здатні забезпечити підтримання активності CSCs in vitro 

протягом тривалого часу, можна рекомендувати для впровадження у 

практику біотехнологічних компаній для оцінювання ефективності новітніх 

протипухлинних препаратів та широкомасштабного скринування малих 

молекул і бібліотек siRNA на предмет вибіркового знищення CSCs та 

гібридного мезенхімно-амебоїдного фенотипу. Разом, результати проведених 

досліджень дозволяють вважати адаптерний протеїн Ruk/CIN85 як залежний 

від концентрації важливий регулятор ЕМП при раку грудної залози, що 

відкриває нові можливості для терапевтичного втручання. Результати 

дисертаційної роботи рекомендуються для використання в загальному курсі 

«Молекулярна біологія клітини» та спецкурсі «Сигнальні механізми клітин» 

для студентів університетів зі спеціальностей «біохімія», «молекулярна 

біологія», «біотехнологія». 

Особистий внесок здобувача. У процесі виконання дисертаційної 

роботи автором особисто вибрано та проаналізовано наукову літературу за 

темою наукового дослідження. Дисертантом, спільно з науковим керівником 

розроблено програму проведення досліджень, вибрано методи розв’язання 

поставлених завдань та самостійно, або в деяких випадках спільно з іншими 

працівниками, виконано представлені у роботі експерименти. 

Експериментальна частина дисертаційної роботи була виконана здобувачем 

особисто, за винятком деяких експериментів, що проводились спільно зі 

співробітниками відділів сигнальних механізмів клітини та хімії і біохімії 

ферментів Інституту біохімії ім. О. В. Палладіна НАН України, лабораторії 

морфології ендокринної системи Інституту ендокринології та обміну речовин 

ім. В.П. Комісаренка НАМН України, Інституту фізіології Цюрихського 

університету (м. Цюрих, Швейцарія) та відділу експериментальної біології 

Університету Масарика (м. Брно, Чеська республіка). Дослідження 

метастатичного потенціалу in vivo клітин 4Т1 з різними рівнями експресії 

Ruk/CIN85 на моделі експериментального метастазування та ефективності 
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екстравазування за допомогою тестів на  проникність  капілярів легені до 

барвника Evans Blue і формування резистентних до 6-тіогуаніну колоній 

проведено спільно з к.б.н., н.с. Шитіковим Д. В. і к.б.н., н.с. Петуховим Д. 

М.; дослідження впливу надекспресії Ruk/CIN85 на динаміку міграції й 

інвазії клітин 4Т1 з використанням приладу xCELLigence RTCA DP 

Instrument  та  дослідження ефективності трансендотеліальної міграції  клітин 

4Т1 з надекспресією та пригніченою експресією Ruk/CIN85 - спільно з PhD 

Кнопфовою Л. (Університет Масарика, Брно, Чеська республіка); 

дослідження ролі Ruk/CIN85 у контролі здатності клітин 4Т1 формувати 

сфероїди та визначення активності матриксних металопротеїназ ММР-2 і 

ММР-9 методом желатинової зимографії - спільно з к.б.н., н.с. Пасічник Г.В.; 

одержання субліній клітин 4Т1 зі стабільною надекспресією Ruk/CIN85 - 

спільно з пров. інж. Геращенком Д. С., к.б.н., н.с. Пасічник Г. В., к.б.н., н.с. 

Петуховим Д. М.; морфологічний аналіз впливу Ruk/CIN85 на 

метастазування клітин лінії 4Т1 – спільно з д.б.н. Воскобойник Л. Г. 

(Інститут ендокринології та обміну речовин ім. В.П. Комісаренка НАМН 

України); Вестерн-блот аналіз продукції ангіостатинів клітинами 4Т1 з 

різними рівнями експресії Ruk/CIN85 – спільно з к.б.н., с.н.с. Тихомировим 

А. О. Результати вищезгаданих досліджень опубліковано у спільних 

публікаціях. 

Апробація результатів досліджень. Основні положення дисертації 

були представлені на Конференції-конкурсі молодих учених «Актуальні 

проблеми біохімії та біотехнології» у 2014-2018 рр. (Київ, Україна), 4 

Українському Конгресі клітинної біології (Ужгород, Україна, 2014 р.), 11 

Українському біохімічному конгресі (Київ,Україна, 2014 р.),   39 та 41 

Конгресі FEBS (Париж, Франція, 2014 р., Кушадасі, Туреччина, 2016 р.), 

конференції для молодих вчених (Київ, Україна, 2015 р.), міжнародній 

конференції «Досягнення в клітинній біології та біотехнології» (Львів, 

Україна, 2015 р.), Міжнародній науковій конференції молодих вчених 

«Шевченківська весна» (Київ, Україна, 2015 р.), міжнародній науковій 
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конференції «Інтегровані клініко-патогенетичні підходи до діагностики та 

терапії раку» (Київ, Україна, 2016 р.), 10 та 11 Парнасівській конференціях 

(Вроцлав, Польща, 2016 р., Київ, Україна, 2018 р.), VACTRAIN/ 3 Шведсько-

Українській конференції з онкологічних захворювань (Стокгольм, Швеція, 

2017 р.), лекційному курсі FEBS по онкометаболізму (Фігуейра да Фоз, 

Португалія, 2017 р.), міні симпозіумі «Нові тенденції в дослідженні раку та 

протипухлинних вакцин» (Київ, Україна, 2017 р.), 14 конференції «Горизонти 

в молекулярній біології» (Геттінген, Німеччина, 2017 р.), міжнародній 

конференції "Нормальні та ракові стовбурові клітини: відкриття, діагностика 

та терапія" (Київ, Україна, 2017 р.), симпозіумі «Фундаментальні принципи 

біотерапії раку» (Київ, Україна, 2018 р.), конференції молодих вчених 

«Фундаментальна медицина: інтегральні підходи до терапії хворих з 

онкопатологією» (Київ, Україна, 2018 р.). 

Публікації. За темою дисертації опубліковано 30 робіт, які включать 5 

статей у фахових виданнях, патент на корисну модель та тези 24 доповідей на 

міжнародних та вітчизняних наукових конференціях, з’їздах, конгресах.  

Структура та обсяг дисертації. Дисертація містить такі розділи: 

вступ, аналітичний огляд літератури, матеріали та методи досліджень, 

результати та обговорення досліджень, узагальнення результатів досліджень, 

висновки, додатки та список використаних джерел. Дисертацію викладено на 

176 сторінках машинописного тексту і проілюстровано 30 рисунками та 3 

таблицями. Список використаної літератури охоплює 317 найменувань. 
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РОЗДІЛ І 

ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ 

1.1 Адаптерні протеїни та їх роль у сигналюванні клітини 

1.1.1 Будова і різноманітність адаптерних протеїнів 

Адаптерні молекули – це протеїни модульної структури, які зазвичай 

не мають ензиматичної активності, але складаються з доменів, що беруть 

участь у протеїново-протеїнових чи протеїново-ліпідних взаємодіях, і, таким 

чином, забезпечують збирання, просторову орієнтацію сигнальних 

комплексів, а також динаміку, специфічність та спрямованість 

внутрішньоклітинного сигналювання [9, 10, 11]. Розрізняють декілька 

різновидів адаптерних протеїнів: власне адаптерні протеїни (англ. – adaptor 

protein), риштувальні протеїни, або «скаффолди» (англ. – scaffold protein), та 

заякорювальні чи «докінгові» протеїни (англ. – anchoring protein та docking 

protein), хоча часто неможливо виділити єдину функцію адаптера, тому ці 

терміни вживають як синоніми [12, 13].  

У більш вузькому розумінні, риштувальні протеїни виконують 

функцію молекулярних організаторів сигнальних комплексів: вони не лише 

пов’язують фізично компоненти сигнального комплексу між собою, а й 

визначають силу і напрямок проходження сигналу [14]. Розрізняють наступні 

молекулярні механізми, що лежать в основі функціонування риштувальних 

протеїнів: зв’язування, орієнтація та алостеричне регулювання. У випадку 

простого зв’язування «скаффолд» збільшує ефективну концентрацію 

молекул-складових сигнального комплексу, тоді як за відсутності 

риштувального протеїну молекули вільно дифундують. Для риштувальних 

протеїнів характерним є ефект комбінаторного інгібування: максимальна 

ефективність сигналювання спостерігатиметься лише при оптимальному 

стехіометричному співвідношенні молекул скаффолда та його зв’язувальних 

партнерів; як зниження, так і зростання концентрації скаффолда буде 

негативно впливати на стабільність комплексу, а отже, і на ефективність 

сигналювання. Ефект орієнтації полягає в обмеженні конформаційної 
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свободи молекул, що посилює інтенсивність сигналювання. Алостеричне 

регулювання полягає у зміні конформації протеїну-зв’язувального партнера 

скаффолда, що супроводжується його активацією/інактивацією. Деякі 

риштувальні протеїни мають псевдокіназні домени, взаємодія яких з 

ефекторними кіназами веде до їх активації. Так, наприклад, псевдокіназний 

домен риштувального протеїну каскаду МАР кіназ KSR димеризується з 

МАРККК Raf, що веде до активації Raf і дозволяє йому фосфорилювати 

МАРКК MEK [15]. Також, конформаційні зміни, зумовлені взаємодією 

протеїнів-субстратів з риштувальним протеїном, можуть супроводжуватись 

експонуванням центрів модифікації (наприклад, 

фосфорилювання/дефосфорилювання), що полегшує взаємодію протеїну-

субстрату з відповідною протеїнкіназою [16]. Класичним прикладом 

риштувального протеїну є Ste5, залучений до «мейтингового» сигналювання 

дріжджів Saccharomyces cerevisae. Цей протеїн зв’язує усі три ланки каскаду 

МАР кіназ (Ste11–Ste7–Fus3), і, як наслідок, забезпечує коректну локалізацію 

сигнального комплексу, шляхом взаємодії з МАРК Fus3 алостерично індукує 

зміну її конформації та здатність до активації та забезпечує негативний 

зворотний зв’язок, а також захищає комплекс від деградації [17, 18].  

Докінгові протеїни – це допоміжні протеїни, залучені до сигналювання 

РТК, які мають мембрано-асоційований район, центри протеїново-

протеїнових взаємодій та залишки тирозину як мішені для фосфорилювання 

активованими РТК. Типовим прикладом докінгового протеїну є IRS-1, PH 

(Pleckstrin homology) та PTB  (Phosphotyrosine binding) домени якого 

забезпечують взаємодію з рецептором до інсуліну, а після активації 

рецептора і фосфорилювання низки залишків тирозину в молекулі IRS-1, PH 

домен заякорює IRS-1 у мембрані шляхом зв’язування з фосфоінозитидами, 

що веде не лише до простої взаємодії, але й до активації РІ3К [19]. На 

відміну від докінгових протеїнів, заякорювальні протеїни (англ. - anchoring 

proteins) здатні локалізувати сигнальні комплекси у будь-якому компартменті 

клітини. Наприклад, протеїни родини AKAP (A-kinase anchoring proteins) 
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взаємодіють з протеїнкіназою А (ПКА), що веде, по-перше, до активації її 

каталітичної субодиниці С, а також, шляхом взаємодії з різними протеїнами-

партнерами, до специфічної і оборотної співлокалізації ПКА з йонними 

каналами, плазматичною, ядерною чи мітохондріальною мембранами, 

цитоскелетом тощо [20, 21].  

Адаптерні протеїни – це зазвичай молекули з меншою молекулярною 

масою, які зв’язують між собою два послідовні компоненти сигнального 

шляху. Адаптери зазвичай мають в своєму складі два і більше доменів, які 

забезпечують протеїново-протеїнові взаємодії з молекулами-партнерами, або 

ж складаються з двох зв’язувальних районів, кожен з яких містить кілька 

таких доменів. Прикладом адаптерного протеїну є Grb2 (Growth factor 

receptor-bound protein 2), SH2 (Src homology 2) домен якого взаємодіє з 

активованим (і фосфорильованим за залишками тирозину) рецептором 

епідермального фактора росту (EGFR), а SH3 (Src homology 3) домени – зі 

збагаченими на пролін районами протеїну Sos (Son of sevenless), який є 

фактором обміну гуанінових нуклеотидів (GEF, guanine-nucleotide exchange 

factor) малої ГТФ-ази Ras [14, 22]. 

Узагальнена схема структури та функціональних особливостей 

адаптерних, риштувальних та докінгових протеїнів наведена на рис. 1.1. В 

даній роботі буде вживатись термін «адаптерний протеїн» у найбільш 

широкому розумінні, для позначення мультидоменного протеїну, який 

зв’язує ланки сигнального каскаду – тобто має властивості власне 

адаптерного чи риштувального протеїну.  

 

1.1.2 Участь адаптерних протеїнів у канцерогенезі 

Канцерогенез – це комплексний процес, який забезпечується патологічною 

активацією/пригніченням сигнальних мереж, відповідальних за проліферацію 

клітини, контроль клітинного циклу, апоптоз, рухливість, інвазивність тощо. 

Адаптерні протеїни, які функціонують як ланки цих сигнальних шляхів, можуть 

потенційно бути залученими до регулювання канцерогенезу, а також слугувати 
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мішенями для пригнічення проліферації чи метастазування пухлинних клітин. В 

даному розділі буде проаналізовано інформацію стосовно адаптерних протеїнів 

сигнальних мереж, залежних від рецепторів до факторів росту, інтегринів, 

нерецепторних тирозинкіназ, та їх ролі у контролі канцерогенезу. 

На сьогодні відомо, що інтегрини відіграють значну роль у контролі 

проліферації, виживання, міграції, адгезії, ремоделювання ECM, інвазії 

пухлинних клітин, тому антагоністи залежного від інтегринів сигналювання є 

перспективними протипухлинними агентами [23]. Інтегрини – це гетеродимерні 

мембранні рецептори, які забезпечують адгезію клітини до молекул 

позаклітинного матриксу (ECM). Хоча інтегрини не мають власного кіназного 

домену, проте при контакті з молекулами ECM вони рекрутують та активують 

цитоплазматичні кінази, такі як FAK, Src тощо, а також адаптерні протеїни 

(наприклад, p130CAS), які опосередковують залежне від інтегринів 

сигналювання.  

Родина адаптерів Cas складається з чотирьох протеїнів, серед яких 

p130
Cas

/BCAR1 (p130 Crk-associated substrate/breast cancer antiestrogen resistance 1), 

та NEDD9 (neural precursor cell expressed, developmentally down-regulated 9, також 

відомий як HEF1 або Cas-L) охарактеризовані як медіатори онкогенного 

сигналювання. Протеїни родини  Cas  складаються з чотирьох консервативних 

доменів: (І) SH3 домену, який взаємодіє зі збагаченими на пролін 

послідовностями низки цитоплазматичних протеїнів, в тому числі тирозинкінази 

FAK, яка є ключовим компонентом комплексів фокальної адгезії, які визначають 

адгезивність, здатність до міграції та інвазії пухлинних клітин. Встановлено, що 

пригнічення активності FAK супроводжується втратою здатності пухлинних 

клітин до метастазування [24]; (ІІ) субстратний домен, збагачений на залишки 

проліну і тирозину, які можуть бути фосфорильовані кіназою Src і слугувати 

центрами зв’язування з SH2 доменами інших протеїнів, таких як Crk, Nck, SHIP2; 

(ІІІ) збагачений на серин райіон; (IV) С-кінцевий висококонсервативний домен, 

що містить центри зв’язування Src кінази та ділянки, залучені до гомо- та 

гетеродимеризації [25]. 
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Рис. 1.1 Відмінності між адаптерними, риштувальними та докінговими 

протеїнами [14]. А – адаптерний протеїн, що складається з двох зв’язувальних 

модулів, та забезпечує зв’язок послідовних компонентів сигнального каскаду. Б 

– риштувальний протеїн, що має мультидоменну буддову і забезпечує 

організацію та регулювання сигнального комплексу. С – докінговий протеїн, що 

обов’язково має мембрано-асоційований домен, забезпечуючи локалізацію 

сигнального комплексу поблизу мембрани 

 

Відомо, що зв’язування Cas
 
з протеїнкіназою Src стабілізує її в активній 

конформації, а надекспресія Cas
  

веде до тривалої активації Src навіть за 

відсутності екзогенного сигналу [26, 27]. Src бере участь у стимуляції 

проліферації клітини, індукції факторів, залучених до метастазування, 

ангіогенезу та запалення, руйнуванні міжклітинних контактів та посиленні 

рухливості клітини, стабілізації адгезивних контактів [28], що свідчить про її 

проонкогенну функцію. Так, у 50% випадків раку товстого кишечника, печінки, 
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підшлункової залози, легені, грудної залози виявляють активацію сигналювання, 

залежного від Src [29]. З іншого боку, до фосфорильованого субстратного домену 

Cas
 
можуть приєднуватись малі адаптери Crk та Nck, які в комплексі з Cas 

активують ГТФази родин Rho та Ras, а Rac1 і Rap1, які регулюють динаміку 

цитоскелету та залучені до контролю рухливості та проліферації нормальної і 

пухлинної клітини [30].  

Накопичено значну кількість публікацій, які свідчать, що надекспресія 

протеїнів Cas, зокрема p130
Cas

 та NEDD9 [31] веде до малігнізації пухлинних 

клітин, зростання їх інвазивності, метастатичного потенціалу і навіть 

хіміорезистентності. Так, продемонстровано, що експресія NEDD9 у зразках раку 

шийки матки людини вища, ніж в нормальній тканині, до того ж, рівень експресії 

корелює зі стадією та кількістю метастазів. Надекспресія NEDD9 на моделі in 

vitro супроводжується зростанням рухливості та інвазивності пухлинних клітин 

та появою маркерів епітелійно-мезенхімного переходу (ЕМТ), тоді як 

пригнічення експресії цього адаптера веде до протилежних результатів [32]. 

Схожі результати було отримано й іншими дослідниками. Так, у зразках 

аденокарциноми легені зростає експресія NEDD9 у порівнянні з нормальними 

зразками [33], а також спостерігається кореляція між вмістом NEDD9 та маркерів 

ЕМТ [34], тоді як надекспресія NEDD9 у клітинах аденокарциноми легені лінії 

А549 супроводжується зростанням їх інвазивності та здатності до метастазування 

[33]. Схожим чином, надекспресія NEDD9 корелює зі стадією розвитку пухлини, 

кількістю метастазів та несприятливим прогнозом у пацієнтів з раком нирок [35]. 

В той же час, надекспресія адаптерного протеїну p130
Cas 

асоційована з розвитком 

гормонозалежних пухлин. Показано, що при дії естрогену на естроген-залежні 

клітини карциноми молочної залози людини лінії T47D, p130
Cas

 взаємодіє з 

естрогеновим рецептором, а також активує проонкогенні кінази Src і Erk1/2 [36]. 

На тваринній моделі було встановлено, що надекспресія p130
Cas

 веде до 

посилення проліферації та стійкості до апоптозу пухлинних клітин грудної 

залози за рахунок активації сигнальних шляхів Src, Akt та Erk1/2 [37]. Також, 

взаємодія p130
Cas

 з BCAR3 (Breast Cancer Antiestrogen Resistance 3) веде до 
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активації Rac1, і, як наслідок, до посилення рухливості та інвазивності клітин 

раку молочної залози [38]. На зразках раку простати було продемонстровано 

кореляцію між рівнем експресії p130
Cas 

і стадією розвитку пухлини та наявністю 

метастазів у лімфовузлах [39]. При цьому, пригнічення експресії p130
Cas

 на 

моделях in vitro супроводжувалось пригніченням рухливості клітин раку 

простати ліній DU145 і PC3 [28, 40, 41]. 

Ще один сигнальний шлях, надмірна активація якого характерна для 

злоякісно трансформованих клітин, - це каскад МАР-кіназ (mitogen-activated 

protein kinase), один з еволюційно найдревніших сигнальних шляхів, який 

контролює ключові процеси в клітинах: ріст, проліферацію, диференціювання, 

рухливість та апоптоз. Серед шести описаних груп МАР-кіназ, група кінази 

Erk1/2 (extracellular signal-regulated kinase) є дослідженою найкраще, адже 

порушення цього сигнального шляху є характерними для приблизно третини з 

усіх випадків онкологічних новоутворень [42]. Для сигнального шляху Erk1/2 

відомо декілька адаптерів/скаффолдів, які виконують різноманітні функції.  

Наприклад, IQGAP1 і KSR забезпечують локалізацію компонентів сигнальних 

комплексів Raf, MEK та ERK поблизу мембрани, MP-1 і β-арестини – в 

ендосомах, Sef – у везикулах комплексу Гольджі. Регулювання клітинної 

відповіді в часі при взаємодії рецептора родини факторів росту нервів, TrkA, з 

лігандом, відбувається шляхом активації МАРК каскаду за двома механізмами: 

тривалим, який за участі Rap1 модулює інтегрин-опосередковану адгезію та 

утворення міжклітинних контактів за участі кадгеринів, та тимчасовим, який 

активується також і при дії епідермального фактора росту EGF, і залучає 

адаптерний протеїн Grb2. До регулювання сили клітинної відповіді залучений 

Ste5 дріжджів, який контролює інтенсивність «мейтингового» сигналювання 

залежно від локалізації на мембрані чи в цитозолі [43]. Окрім того, мутації чи 

зміни в експресії адаптерних/риштувальних протеїнів часто асоційовані з 

розвитком та прогресією онкологічних захворювань. Наприклад, адаптерний 

протеїн Grb2 (Growth Factor Receptor-bound protein 2), SH2 домен якого може 

взаємодіяти з активованими РТК (в тому числі EGFR, HGFR, PDGFR) чи 
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нерецепторними тирозинкіназами (такими як FAK, Abl), зв’язується з фактором 

обміну гуанінових нуклеотидів Sos1, який забезпечує обмін GDP/GTP для малої 

GTP-ази Ras. В такий спосіб, внаслідок активації рецептора Grb2 зв’язє і 

локалізує Sos1 поблизу мембрани, що призводить до переходу Ras в активну 

форму  і подальшої активації ланок МАРК каскаду – Raf, Mek1/2, Erk1/2. 

Зазначений механізм контролює низку функцій, залучених до розвитку та 

прогресії раку: контроль клітинного циклу і проліферацію, рухливість, 

адрезивність та ангіогенез [44]. У багатьох солідних пухлинах, а також при 

лейкозах, виявлено дуплікацію локусу Grb2, що знаходиться на 17 хромосомі 

(q22) [45], надекспресію Grb2 виявлено в зразках раку грудної залози [46] та 

клітинних лініях раку грудної залози [47], сечового міхура [48], простати [49]. 

Зважаючи на участь адаптерного протеїну Grb2 у патогенезі пухлин різного 

походження, були розроблені механізми, спрямовані на пригнічення 

сигналювання, залежного від Grb2. В першу чергу, це препарати-антагоністи 

SH2-доменів, які б блокували зв’язування Grb2 з активованими рецепторами до 

факторів росту [50]. Так, у 2007 році з’явилась публікація [50] про те, що 

застосування антагоністів SH2 домену Grb2 веде до пригнічення рухливості 

клітин раку простати in vitro, а також до пригнічення ангіогенезу та 

метастазування in vivo. Також, розроблено пептиди, які конкурентно блокують 

зв‘язування з SH3 доменами Grb2 і таким чином унеможливлюють його 

асоціацію з Sos1. Показано, що застосування таких блокувальних пептидів у 

пацієнтів з хронічним мієлоїдним лейкозом (CML) викликало пригнічення 

проліферації пухлинних клітин [51, 52]. 

Ще один адаптер сигнального шляху МАРК, KSR1 (kinase suppressor of Ras 

1), складається з надспіралізованого домену, консервативних районів, збагачених 

на пролін, цистеїн і серин/треонін, та псевдокіназного домену. Цей протеїн 

здатний зв’язуватись із усіма трьома компонентами Raf/MEK/ERK каскаду, що 

забезпечує їх коректне взаємне розташування, активацію і навіть формування 

негативного зворотного зв’язку [53]. Показано, що зростання вмісту KSR1 веде 

до підвищення активності сигналювання, залежного від проонкогенної GTP-ази 
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Ras, до максимального рівня [54]. Так, у клітинних лініях раку прямої кишки 

надекспресія KSR1 асоційована з посиленням активації Erk1/2 та виживаністю 

пухлинних клітин, а пригнічення експресії KSR1 супроводжувалось зниженням 

здатності пухлинних клітин формувати колонії в напіврідкому агарі, що свідчить 

про зниження їх трансформувального потенціалу, та до формування пухлини in 

vivo [55]. Також, на культурі ембріональних фібробластів миші 

продемонстровано, що KSR1 є необхідним для підтримання здатності клітин до 

росту в неприкріпленому стані [56]. Участь KSR1 у розвитку Ras-залежних 

новоутворень робить його перспективною мішенню для дії протипухлинних 

препаратів [53]: пригнічення експресії KSR1 за допомогою антисенсових 

олігонуклеотидів супроводжувалось зменшенням розмірів Ras-індукованої 

пухлини підшлункової залози та пригніченням метастазування [57], а 

пригнічення експресії KSR1у клітинах лінії карциноми прямої кишки HCT116 за 

допомогою  малих інтерферуючих РНК (siRNA) вело до пригнічення 

життєздатності in vitro та пригнічення здатності формувати пухлини in vivo [56]. 

Наведені приклади доводять, що адаптерні протеїни є не лише активними 

регуляторами сигналювання клітини (в тому числі й онкогенного), але й можуть 

виступати як мішені для дії протипухлинних препаратів з метою пригнічення 

активності конкретних сигнальних шляхів. 

 

1.2 Будова та функції адаптерного протеїну Ruk/CIN85 

1.2.1 Будова та особливості експресії адаптерного протеїну Ruk/CIN85 

Адаптерний протеїн Ruk/CIN85 належить до родини CIN85/CMS, і 

складається з трьох SH3 доменів (А, В і С) на N-кінці молекули, збагаченого 

на пролін райіону та надспіралізованого домену на С-кінці молекули [58] 

(рис. 1.2, Б). Таку структуру має найдовша з ізоформ, яка у людини має назву 

CIN85 (Cbl-interacting protein of 85 kDa) [59], а в гризунів Ruk (regulator of 

ubiquitous kinase) [60], однак описано й інші ізоформи, які характеризуються 

відсутністю одного чи кількох SH3 доменів та збагаченого на пролін району 

[61]. Також відомі ізоформи, специфічні для певних тканин: наприклад, 
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SETA (src homology 3 (SH3)-encoding, expressed in tumorigenic astrocytes) 

експресується в астроцитах [62], CD2BP3 (CD2 binding protein 3) є 

специфічною для Т-лімфоцитів [63], RukT експресується лише в клітинах 

яєчка, RukH – лише в серці [61]. Будову описаних ізоформ адаптерного 

протеїну Ruk/CIN85 наведено на рис. 1.2, А. Порівняння послідовностей 

гена, який кодує Ruk/CIN85 в людини, миші та щура показало, що рівень 

ідентичності послідовностей сягає від 92% до 97% [58], а порівняння 

послідовностей відповідних протеїнів за допомогою ресурсу Protein Blast 

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) виявило рівень ідентичності 88%, що свідчить 

про надзвичайно високу подібність цього гена і протеїну в наведених 

організмах, тому в літературі (і в даній дисертаційній роботі) 

використовують назву Ruk/CIN85 для позначення цього адаптера як в 

людини, так і в миші чи щура. 

 

Рис. 1.2 Доменна організація та ізоформи адаптерного протеїну 

Ruk/CIN85 (за [61]). А – Будова транскриптів відомих ізоформ Ruk/CIN85. Б – 

будова протеїну Ruk/CIN85, крапками позначені центри посттрансляційної 

модифікації (фосфорилювання) Ruk/CIN85. Позначення: PR – збагачений на 

пролін район, CC – надспіралізований домен, S – залишок амінокислоти 

серину, T – залишок амінокислоти треоніну  



44 

 

Ruk/CIN85 кодується геном SH3KBP1 (SH3-domain kinase binding protein 

1), який у людини (а також миші і щура) локалізований на Х хромосомі [64]. За 

даними ресурсів NCBI Gene (www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/), Uniprot 

(www.uniprot.org/), та Еnsembl (www.ensembl.org/), його ортологи знайдені у 

всіх класах багатоклітинних тварин, в тому числі у ссавців – людини та інших 

приматів, гризунів, свині, бика тощо. Ген SH3KBP1 містить 18 екзонів, шляхом 

альтернативного сплайсингу [64] може утворюватись 9 транскриптів, два з яких 

є некодуючими, адже не мають відкритої рамки зчитування, а інші 7 

відрізняються між собою за довжиною та наявністю окремих екзонів 

(www.ensembl.org/). В даній роботі розглядаються функції повнорозмірної 

форми Ruk/CIN85, яка кодується найдовшим транскриптом (www.ensembl.org/). 

Ген SH3KBP1 експресується в усіх органах і тканинах людини, найвищий 

рівень його експресії детектовано в клітинах крові, лімфовузлах, жировій 

тканині, низький – в скелетних м’язах, нирках, серці, органах травного тракту 

(www.ensembl.org/, www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/). Аналіз розподілу адаптерного 

протеїну Ruk/CIN85 між компартментами клітини показав, що різні ізоформи 

Ruk/CIN85 виявляються в цитоплазмі, в тому числі асоційовані з цитоскелетом, 

в ядрі та асоційовані з ядерною мембраною, що свідчить про динамічний 

перерозподіл ізоформ Ruk/CIN85 між внутрішньоклітинними компартментами 

[65]. 

Відомо, що зміни в рівні експресії адаптерного протеїну Ruk/CIN85  

асоційовані з різними патологічними процесами. Зростання експресії 

Ruk/CIN85 встановлено у  пухлинних клітинах різного походження, а також 

корелює з рівнем їх злоякісності [61]. Окрім цього, Біан та співавтори 

продемонстрували зв’язок надекспресії Ruk/CIN85 в стріатумі та чорній 

речовині мозку з розвитком хвороби Паркінсона [66], а Тенг та колеги показали, 

що надекспресія Ruk/CIN85 є причиною діабетичної нефропатії, тоді як 

пригнічення Ruk/CIN85 веде до зниження протеїнурії [67], що робить його 

потенційною мішенню для лікування наслідків цукрового діабету. 
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1.2.2 Зв’язувальні партнери адаптерного протеїну Ruk/CIN85 

До складу адаптерного протеїну Ruk/CIN85 входять три SH3 домени, які 

взаємодіють зі збагаченими на пролін районами протеїнів-партнерів, 

збагачений на пролін район, який слугує центром для зв’язування SH3 доменів, 

а також суперспіралізований “coiled coil” домен, який бере участь у димеризації 

з іншими протеїнами, що містять такий домен [58]. 

З даних літератури відомо, що домени SH3А та SH3В можуть взаємодіяти 

зі збагаченим на пролін районом тієї ж молекули Ruk/CIN85, формуючи 

«закриту» конформацію, у якій зв’язувальні домени SH3А, SH3В та SH3С, а 

також збагачений на пролін район недоступні для взаємодії з потенційними 

протеїнами-партнерами [63, 68]. Існує гіпотеза, що переходи між «закритою» і 

«відкритою» конформаціями регулюються шляхом посттрансляційних 

модифікацій, таких як фосфорилювання/дефосфорилювання та 

убіквітилювання [61]. Також, С-кінцевий надспіралізований домен може брати 

участь в олігомеризації Ruk/CIN85, чи у формуванні комплексу з іншим 

протеїном цієї родини CD2AP/CMS [69, 70]. Окрім цього, Zhang і співавтори 

продемонстрували, що надспіралізований домен може взаємодіяти з 

фосфатидною кислотою, що забезпечує асоціацію Ruk/CIN85-вмісних 

комплексів з мембраною [71]. 

Пошук зв’язувальних партнерів Ruk/CIN85 за допомогою бази даних 

BioGRID (https://thebiogrid.org/) виявив 275 зв’язувальних партнерів Ruk/CIN85 

і 461 взаємодію за участі Ruk/CIN85. Переважна більшість протеїнів-партнерів 

взаємодіє з SH3 доменами Ruk/CIN85, серед них виявлено інші адаптерні 

протеїни (в тому числі ті, що мають структурні модулі, що взаємодіють з 

ліпідами, актином), структурні протеїни, регуляторні протеїни, протеїнкінази, 

інозитол-5’-фосфатази, Е3 убіквітинлігази, компоненти сигналювання G 

протеїнів, мембранні рецептори, та протеїни, що мають ДНК-зв’язувальні 

домени [58, 61]. Аналіз протеїнів, з якими взаємодіють SH3 домени Ruk/CIN85, 

виявив, що більшість із цих протеїнів локалізовані на мембрані або ж 

взаємодіють з цитоскелетом, і залучені до регулювання таких процесів, як 
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внутрішньоклітинне сигналювання, організація і біогенез елементів 

цитоскелету, адгезивність, везикулярний транспорт, регулювання 

запрограмованої клітинної загибелі, контроль клітинного циклу, дозрівання і 

сплайсинг РНК [72]. Збагачені на пролін домени Ruk/CIN85 беруть участь у 

взаємодії з деякими адаптерними протеїнами (Crk, Grb1, субодиницею РІ3К 

p85α, ендофілінами Е1-Е3, інтерсектином 1), протеїнкіназами (Fgr, Fyn, Hck, 

Lyn, Src) [58, 61]. 

 

1.2.3 Функції адаптерного протеїну Ruk/CIN85  

Першою з описаних і найкраще досліджених функцій адаптерного 

протеїну Ruk/CIN85 є його участь в ендоцитозі та сортуванні активованих РТК. 

Вперше Ruk/CIN85 був ідентифікований саме як протеїн-партнер 

убіквітинлігази Е3 Cbl, звідки й походить його назва CIN85 - c-Cbl-interacting 

protein with a molecular mass of 85 kDa [73].  Було показано, що димеризація і 

автофосфорилювання EGFR внаслідок його взаємодії з лігандом 

супроводжується приєднанням  Cbl, який каталізує поліубіквітилювання EGFR 

і таким чином регулює його ендоцитоз. Фосфорилювання Cbl веде до зміни 

його конформації, внаслідок чого стає можливою взаємодія між збагаченим на 

пролін районом Cbl і трьома SH3 доменами Ruk/CIN85. У свою чергу, 

Ruk/CIN85 зв’язує ендофіліни, які регулюють ендоцитоз шляхом зміни 

кривизни та вгинання мембрани, забезпечуючи початкові етапи інтерналізації 

РТК [58, 61, 74-76]. Окрім Cbl  і ендофілінів, Ruk/CIN85 взаємодіє з мембраною 

шляхом зв’язування надспіралізованого домену з фосфатидною кислотою [71], 

що додатково стабілізує комплекс активованого EGFR з молекулярною 

машинерією ендоцитозу та мембраною [77]. Відомо також, що Cbl у комплексі 

з Ruk/CIN85 моноубіквітилює Ruk/CIN85, що спрямовує весь комплекс на шлях 

ендоцитозу і подальшої лізосомної деградації [58, 61, 68, 75, 78, 79]. Схема 

взаємодії Ruk/CIN85 з Cbl та його участь в ендоцитозі активованого EGFR 

представлена на рис. 1.3. Аналогічно, продемонстровано, що Ruk/CIN85 бере 

участь в ендоцитозі та спрямуванні на шлях деградації інших РТК, а саме 
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дофамінового рецептора D2DR [80], рецептора IgE [81], рецептора фактора 

росту гепатоцитів c-Met [82], рецептора тромбоцитарного фактора росту PDGF 

та c-Kit [58]. З іншого боку, показано, що деякі інші протеїни, залучені до 

ендоцитозу, наприклад, Sprouty2 [83], Dab2 [84], Alix/AIP1 [85], можуть 

конкурентно взаємодіяти з компонентами комплексу Cbl-Ruk/CIN85-EGFR-

ендофіліни і інгібувати ендоцитоз і деградацію активованого EGFR [61].  

Рис. 1.3 Роль адаптерного протеїну Ruk/CIN85 в ендоцитозі (І) і 

сортуванні в мультивезикулярні тільця (ІІ) активованого EGFR (за [58])  

 

Ще одна з функцій адаптерного протеїну Ruk/CIN85 – це негативна 

регуляція активності фосфатидилінозитол-3-кінази (PI3K) шляхом взаємодії з її 

регуляторною субодиницею р85α [60], що й відображає назва цього адаптера – 

Ruk (regulator of ubiquitous kinase). Було показано, що Ruk/CIN85 формує 

гомодимер, а його SH3 домени і збагачений на пролін район бере участь у 

взаємодії з р85α [86]. 

Ruk/CIN85 також залучений до сигналювання, залежного від 

трансформувального фактора росту β, TGFβ. Показано, що SH3 домени 
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Ruk/CIN85 безпосередньо зв’язуються з рецептором TβRI після взаємодії з 

лігандом, тоді як TβRII не протребує активації для зв’язування з Ruk/CIN85. 

Така взаємодія веде до зростання кількості рецепторів до TGFβ, презентованих 

на мембрані клітини, і, як наслідок, до посилення залежного від TGFβ 

сигналювання [87]. 

Накопичено значну кількість доказів, які свідчать про те, що адаптерний 

протеїн Ruk/CIN85 залучений до контролю клітинної адгезії  та міграції. Так, 

показано, що Ruk/CIN85 безпосередньо взаємодіє з F-актином, і, разом із 

близькоспорідненим протеїном CMS, бере участь у зшиванні фібрилярного 

актину у пучки (actin bundling), тоді як втрата надспіралізованого та збагаченого 

на пролін районів Ruk/CIN85 супроводжується пригніченням міграції подоцитів 

[70]. Також, збагачений на пролін район Ruk/CIN85 взаємодіє з іншими 

молекулами, які беруть участь в організації актинового цитоскелету, а саме з 

p130
Cas

 [63] та кортактином [88], а за допомогою ділянки між збагаченим на 

пролін районом та надспіралізованим доменом Ruk/CIN85 взаємодіє з 

протеїном CAPZ, який зв’язує плюс-кінець актину (actin-capping protein) і таким 

чином контролює міграцію клітин [89]. Показано також, що Ruk/CIN85 

опосередковує ефект циклін-залежної кінази 5 (Cdk5) на динаміку актинового 

цитоскелету через взаємодію з Cdk5-залежним протеїном Dab2 [90].  

Ruk/CIN85 безпосередньо взаємодіє з елементами комплексу фокальної 

адгезії, а саме з кіназами FAK та Pyk2, які забезпечують адгезію клітин до 

субстрату. З іншого боку, взаємодія Ruk/CIN85 з AIP1/Alix, навпаки, інгібує 

формування комплексів фокальної адгезії і знижує адгезивність клітин [91]. 

Фосфорилювання AIP1/Alix за участі нерецепторної тирозинкінази Src принічує 

здатність AIP1/Alix взаємодіяти з Ruk/CIN85 і таким чином стимулює адгезію 

[92], що дозволяє розглядати Ruk/CIN85 як Src-залежний модулятор 

формування комплексів фокальної адгезії. Для ортолога Ruk/CIN85 у 

дрозофіли, протеїну Cindr, показано, що він бере участь у формуванні 

міжклітинних контактів і ремоделюванні актинового цитоскелету клітин 

сітківки у процесі ембріогенезу ока [93]. 
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Вірусне інфікування
Регулювання функціонального 

стану актинового цитоскелету

ICP0 (Infected cell protein 0) of simple 

herpes virus 1, ORF, Cbl, clathrin

FAK, PYK-2, p130Cas

Адгезія
CAPZ, actin, CD2BP2, AIP1

Ендоцитоз ліганд-активованих 

рецепторних тирозинових кіназ

Cbl/Cbl-b, endophilin, Dab2,

clathrin, AIP1/Alix , ASAP1,

synaptojanin 2В1, ARAP3, 

ARFGEF1, Sprouty2

Роль

Ruk/CIN85

AMAP1,Tks4

Інвазія

p85 regulatory subunit of PI3K, 

ALG-2, AIP1/Alix, TNFR, TRADD, 

cIAP-1, TRAF1/2, Src, SHIP-1

Апоптоз

Ruk/CIN85 може бути також залучений до контролю клітинної загибелі. З 

одного боку, через безпосередню взаємодію з Src, Ruk/CIN85 асоційований з 

рецептором фактора некрозу пухлин TNFR1, що забезпечує більшу чутливість 

клітин до TNFα-індукованого апоптозу [94]. В літературі є дані стосовно 

взаємодії Ruk/CIN85 з МАРККК MEKK4, що веде до активації МАРК р38, яка 

залучена до відповіді клітини на стрес [95] і є ключовим регулятором балансу 

між виживанням клітини за умов стресу і загибеллю шляхом апоптозу [96, 97]. 

Інше дослідження [98] демонструє, що комплекс Ruk/CIN85 з Src і Cbl активує 

сигнальний шлях TRAIL/MEKK4/p38/HSP27/Akt, який, навпаки, індукує 

виживання клітин при дії проапоптичного цитокіна TRAIL.  

Таким чином, шляхом взаємодії з численними молекулами-партнерами, 

адаптерний протеїн Ruk/CIN85 залучений до контролю низки клітинних 

процесів: ендоцитозу і сортування в ендосоми активованих РТК, проліферації, 

клітинного циклу, апоптозу, адгезії, рухливості, реорганізації актинового 

цитоскелету (рис. 1.4).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 1.4 Функції адаптерного протеїну Ruk/CIN85 

 

1.2.4 Участь адаптерного протеїну Ruk/CIN85 в канцерогенезі 

Накопичено значну кількість даних про те, що рівень експресії та/або 

вміст Ruk/CIN85 зростає у пухлинних клітинах у порівнянні з відповідними 

нормальними тканинами. Так, показано, що рівень експресії Ruk/CIN85 у 

зразках карциноми грудної залози [8, 99], шийки матки [100], простати [87], 
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товстої кишки [101], голови та шиї [102], гліомах [62] вищий, ніж в нормальних 

тканинах, причому надекспресія Ruk/CIN85 корелює з високою інвазивністю 

пухлинних клітин та метастазуванням. Аналіз вмісту повнорозмірної форми 

Ruk/CIN85 у клітинних лініях різного походження показав, що найбільшим 

вмістом Ruk/CIN85 характеризуються клітини лімфолейкозу L1210, лімфоми 

Беркітта Ramos, карциноми шийки матки HeLa S3, гліоми щура С6, та 

гістіоцитарної лімфоми U937, тоді як у нормальних фібробластах миші лінії 

NIH3T3 вміст Ruk/CIN85 дуже низький, а в клітинах низькоінвазивної 

аденокарциноми легені людини лінії А549 практично не детектується [103], що 

свідчить про зв’язок між рівнем експресії Ruk/CIN85 та ступенем злоякісної 

трансформації клітини.  

За умов in vivo, пухлинні клітини переважно перебувають у стані гіпоксії, 

і змушені адаптуватись до гіпоксичних умов. Основним транскрипційним 

фактором, який контролює біологічну відповідь як нормальної, так і злоякісно 

трансформованої клітини на гіпоксію, є HIF-1 (hypoxia induced factor), що 

складається з двох субодиниць - HIF-1α і HIF-1β. Стабільність HIF-1α залежить 

від парціального  тиску кисню. За умов нормоксії пролілгідроксилаза (PHD) 

гідроксилює HIF-1α за залишками проліну P402 і P564, що супроводжується 

зв’язуванням убіквітинлігази VHL і протеасомною деградацією HIF-1α. За умов 

гіпоксії гідроксилювання не відбувається, HIF-1α залишається стабільним і в 

комплексі з HIF-1β контролює експресію низки генів, регулюючи таким чином 

метаболізм клітини (GLUT-1, GSK), ангіогенез, васкулогенез (VEGF, MMPs, 

ANG-2, SDF-1), апопотоз (p53, BNIP-3), епітелійно-мезенхімний перехід і 

метастазування (CXCR4, CDH1, CAIX, LOX, MMPs) [104, 105]. Опубліковано 

свідчення того, що адаптерний протеїн Ruk/CIN85 може реалізувати свої 

функції через транскрипційний фактор HIF-1, посилюючи стабільність HIF-1α. 

Так, показано, що надекспресія Ruk/CIN85 у клітинах аденокарциноми грудної 

залози людини лінії MCF-7 супроводжується стабілізацією HIF-1α навіть за 

умов нормоксії [106]. Нещодавно було продемонстровано, що Ruk/CIN85 

безпосередньо взаємодіє з пролілгідроксилазою PHD2, до взаємодії залучені 
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SH3 домени Ruk/CIN85 і збагачений на пролін та аргінін район на N-кінці 

PHD2. Таке зв’язування веде до пригнічення активності PHD2 і, як наслідок, до 

стабілізації HIF-1α та активації HIF-1α-залежних процесів [107]. В той же час, 

втрата центру взаємодії пролілгідроксилази PHD2 з Ruk/CIN85 

супроводжується пригніченням злоякісних властивостей клітин MDA-MB231, а 

саме їх проліферативного потенціалу, рухливості, здатності формувати колонії, 

росту пухлини та ангіогенезу in vivo [107]. 

Співробітниками відділу сигнальних механізмів клітини раніше 

встановлено, що Ruk/CIN85 індукує експресію інгібітора активатора 

плазміногену (РАІ1) за участі HIF-1α [106], який залучений до розвитку гострих 

тромбозів, атеросклерозу тощо [107], а також розглядається як маркер поганої 

виживаності та несприятливого прогнозу у хворих з раком грудної залози [109]. 

 

1.3 Молекулярні механізми метастазування пухлинної клітини 

1.3.1 Загальна характеристика процесу метастазування 

Процес розповсюдження пухлинних клітин з первинної пухлини і 

подальша колонізація віддалених органів і тканин – це багатоступеневий 

процес, що має назву каскад інвазії-метастазування [110] і включає в себе 

локальну інвазію первинних пухлинних клітин у навколишні тканини; 

інтравазування цих клітин в систему кровообігу і виживання в кровотоці; арешт 

і екстравазування через стінки судин в паренхіму віддалених тканин; утворення 

мікрометастатичних колоній в тканині органа-мішені; подальшу проліферацію 

клітин мікрометастазів з утворенням обширних метастазів, які можуть бути 

виявлені клінічно (цей останній етап має назву колонізація) [111].  

На початкових етапах метастазування пухлинні клітини набувають ознак, 

які забезпечують їх здатність залишати первинну пухлину і мігрувати до 

віддалених органів. Одним з центральних процесів, які відбуваються на цьому 

етапі, є епітелійно-мезенхімний перехід (ЕМТ) - програма розвитку, яка 

індукується під час ембріогенезу, і загоєння епітеліальних тканин у дорослих, а 

у випадку ракових клітин надає їм множинних злоякісних ознак, пов'язаних із 
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втратою епітелійних властивостей і набуттям натомість мезенхімних 

властивостей [112]. 

Карциномні клітини, що вийшли з первинних пухлин, можуть 

інтравазувати в кровотік у вигляді окремих циркулюючих клітин, або ж 

клітинних кластерів. Кровотік – це агресивне середовище для циркулюючих 

пухлинних клітин, де зростає ризик фрагментації клітин внаслідок фізичних 

навантажень, що виникають під час їх транспорту. Також, у кровотоці пухлинні 

клітини швидко стають мішенями природних кіллерів (NK-клітин). Тому, для 

захисту від несприятливих факторів, пухлинні клітини взаємодіють із 

тромбоцитами крові, за рахунок присутності на їх поверхні тканинного 

активатора [113]. Тромбоцити фізично екранують ракові клітини від NK-клітин, 

а також пригнічують їх активність, продукуючи TGF-β і PDGF (фактор росту 

тромбоцитів) [113, 114]. Окрім цього, тромбоцити можуть індукувати 

сигналювання пухлинних клітин: TGF-β, який вивільнюється в результаті 

дегрануляції тромбоцитів, активує залежне від NF-κB сигналювання, що 

викликає (чи підтримує) ЕМТ [115]. Після активації ракових клітин, 

тромбоцити можуть впливати і на клітини ендотелію шляхом активації 

сигналювання, залежного від пуринергічних рецепторів P2Y2 [115] і селектинів 

[117], і, таким чином, збільшувати проникність судин для пухлинних клітин. 

Вивільнення хемокінів з активованих тромбоцитів рекрутує нейтрофіли, які 

потім можуть посилювати екстравазування пухлинних клітин і колонізацію 

дистантних органів [118]. Показано, що циркулюючі пухлинні клітини можуть 

потрапляти в позаклітинні пастки нейтрофілів (NETs) або безпосередньо 

взаємодіяти з нейтрофілами, що посилює виживання пухлинних клітин в 

кровотоці, їх адгезію до ендотеліоцитів та екстравазування [119, 120].  

Екстравазування передбачає проходження карциномних клітин через 

бар’єр ендотеліальних клітин – цей процес називається трансендотеліальною 

міграцією (ТЕМ) [121]. Відомо, що під впливом TGF-β, що продукується 

активованими тромбоцитами, клітини карциноми грудної залози набувають 

здатності продукувати подібний до ангіопоетину фактор ANGPTL4, який 
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підвищує проникність судин легені, полегшує ТЕМ і таким чином посилює 

метастазування [122]. Карциномні клітини можуть також продукувати чинники, 

які порушують цілісність судин, і таким чином полегшують як інтра-, так і 

екстравазування. До таких чинників належать VEGF, матриксні 

металопротеїнази, ADAM12 [121, 123]. Також було показано, що рекрутування 

моноцитів відіграє функціональну роль в екстравазуванні пухлинних клітин. 

Зокрема, рекрутування CCR2
+
 прозапальних моноцитів у відповідь на секрецію 

CCL2 пухлинними клітинами полегшує екстравазування і подальше 

метастазування в легені [124, 125].  

Парадоксально, але лише невелика частина клітин, які інтравазували в 

кровотік, виявляються здатними колонізувати дистантний орган і формувати 

макрометастаз: експериментальні дані свідчать, що ефективність 

метастазування після після внутрішньовенного введення пухлинних клітин 

становить всього 0,01% [126]. Решта клітин або гине, або переходить в 

метастатично неактивний «сплячий» стан [127, 128], після виходу з якого все ж 

може формувати метастази, що й стає причиною рецидивів. Виявилось, що 

здатність формувати дистантні метастази визначається наявністю ознак ракових 

стовбурових клітин (CSCs), а саме здатності виживати в неприкріпленому стані, 

активації синальних шляхів, характерних для ембріональних плюрипотентних 

клітин та резистентності до протипухлинної терапії [111].  

Попри необхідність ЕМТ і прояву ознак CSCs для метастатичної 

колонізації дистантних органів, клітини карциномних метастазів, як правило, 

повторюють ключові гістопатологічні ознаки відповідних первинних пухлин, в 

тому числі й їхні епітелійні властивості [129]. Така властивість пояснюється 

тим, що після «роумінгу» в дистантний орган ракові клітини піддаються 

зворотному до ЕМТ процесу – мезенхімно-епітелійному переходу, МЕТ, який 

дозволяє відновити багато клітинних ознак, які були втрачені під час 

попереднього проходження через ЕМТ, і реконструювати ієрархію клітинних 

субпопуляцій, подібних до тих, які були у вихідній первинній пухлині [129]. 

Експериментальні дані свідчать про те, що такий перехід дійсно відбувається 
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при переході від ранньої колонізації до росту метастазів, і є необхідним для 

метастазування карциномних клітин [4, 130-132]. 

 

1.3.2 Епітелійно-мезенхімний перехід (ЕМТ) 

Епітелійно-мезенхімний прехід (ЕМТ) - це невід’ємна частина 

морфогенезу в ембріональному розвитку, яка також залучена до процесів 

загоєння ран, фіброзів і метастазування ракових клітин. Епітелійні (і подібні 

до епітелійних карциномні) клітини характеризуються наявністю численних 

міжклітинних контактів, а саме  щільних, адгезивних і щілинних контактів, 

десмосом, які формуються молекулами адгезії, такими як E-кадгерин, 

цитокератини тощо. Ще однією ознакою епітелійних клітин є апікально-

базальна полярність. Особливістю ЕМТ є втрата епітелійних ознак і набуття 

мезенхімного фенотипу, що супроводжується посилення рухливості й 

інвазивності [133, 134]. За фізіологічних умов індукторами ЕМТ можуть 

бути різноманітні сигнальні механізми, а саме трансформувальний фактор 

росту бета TGF-β, WNT, NOTCH, а також сигнальні шляхи, залежні від 

РТК. TGF-β, що продукується пухлинними клітинами і стромальними 

фібробластами в мікрооточення пухлини, вважається первинним індуктором 

ЕМТ [135]. Інші чинники, що можуть брати участь у індукції ЕМТ, - це 

прозапальні цитокіни, такі як TNF-α, через транскрипційний фактор NF-kB 

[136] і IL-6/STAT шлях [137]; гіпоксія через HIF-1α [138]; і жорсткість 

позаклітинного матриксу (ECM) [139]. У відповідь на сигнали, що 

індукують ЕМТ, в пухлинній клітині активуються транскрипційні фактори – 

регулятори ЕМТ. Основні EMT-ТФ включають включають родини ТФ, що 

містять домен «цинковий палець»  - SNAIL (SNAIL1 та SNAIL2/SLUG) і  

ZEB (ZEB1 і ZEB2), а також ТФ, що містять базальний helix-loop-helix 

домен родини TWIST (TWIST1 і TWIST2) [133]. Родини ТФ SNAIL і ZEB 

здатні зв'язуватися з послідовностями E-box у промоторах Е-кадгерину і 

пригнічувати транскрипцію цього гена [140, 141]. Для SNAIL і ZEB також 

було показано, що вони регулюють експресію протеїнів щільних контактів, 
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таких як окклюдин, клаудин, ZO-1 і коннексини JAM1/A [142-144]. З іншого 

боку, члени родини TWIST пригнічують експресію Е-кадгерину через 

індукцію транскрипційних факторів SNAIL як у дрозофіли, так і у людини 

[145, 146]. Крім того, було виявлено, що TWIST1 індукує біогенез 

інвадоподій, сприяючи таким чином деградації базальної мембрани під час 

ЕМТ [139]. Отже, транскрипційні фактори родин TWIST, SNAIL і ZEB 

пригнічують експресію «епітелійних» генів, і активують експресію 

«мезенхімних» генів (рис. 1.5).  

Рис. 1.5 Механізми регулювання ЕМТ за участі транскрипційних 

факторів родин TWIST, SNAIL і ZEB [151] 

 

 Під час ЕМТ відбувається втрата клітинних контактів і апікально-

базальної полярності, що дозволяє пухлинній клітині відкріпитись і набути 

рухливості з метою подальшої інвазії і метастазування. Руйнування щільних 

контактів під час ЕМТ супроводжується зниженням експресії клаудину і 

окклюдину, та втратою ZO1/TJP1 в зонах міжклітинних контактів [147]. Під час 
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дестабілізації адгезивних контактів, епітелійний кадгерин (E-кадгерин) 

від’єднується від плазматичної мембрани і піддається деградації [148], 

внаслідок чого β-катенін більше не може взаємодіяти з E-кадгерином, і або 

також деградує, або у відповідь на сигналювання WNT може брати участь у 

контролі транскрипції [149]. Також, під час ЕМТ також порушується структура 

десмосом і щілинних контактів [142, 147]. Протягом ЕМТ експресія молекул 

міжклітинних контактів пригнічується на транскрипційному рівні, за рахунок 

чого досягається стабільна встрата епітелійних ознак [150]. 

В клітинах, які зазнають ЕМТ, спостерігається реорганізація 

кортикального актинового цитоскелету, що забезпечує динамічну елонгацію 

клітин і їх спрямовану рухливість [148]. Клітина формує збагачені на актин 

листоподібні мембранні виступи, які називаються ламелоподіями, із 

шилоподібними виступами – філоподіями. Також утворюються інвадоподії – 

збагачені на актин вигинання мембрани, які мають функцію протеолітичної 

деградації ЕСМ, що сприяє інвазії пухлинних клітин [152]. До того ж, клітини, у 

яких відбувається ЕМТ, характеризується підвищеною скоротливістю тіла і 

формуванням актинових волокон. Ці динамічні зміни в організації актину, 

ймовірно, опосередковуються регуляторними білками, такими як моезин [153]. 

Малі GTP-ази родини Rho регулюють динаміку актинового цитоскелету і 

контролюють перегрупування актину під час ЕМТ. Серед них RhoA сприяє 

утворенню актиноввих стресових фібрил, тоді як Rас1 і Cdc42 переважно 

сприяють утворенню ламелоподій і філоподій [152]. Після активації Rho, Rho-

асоційована кіназа (ROCK) у комплексі з DIA1 активує полімеризацію актину. 

ROCK також індукує фосфорилювання легкого ланцюга міозину, який 

підсилює скоротливу активність міозину і активує кіназу LIM (LIMK), яка, в 

свою чергу, активує протеїн деполімеризації актину кофілін [154]. Rho GTP-ази 

також регулюють утворення міжклітинних контактів і клітинну адгезію. У 

процесі ЕМТ утворюється катенін p120, який пригнічує Rho, що сприяє 

полегшенню дисоціації міжклітинних контактів і призводить до активації Rac і 

Cdc42, які контролюють формування мембранних протрузій і рухливість клітин 
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[155]. Перехід від апікально-базальної до  передньо-задньої полярності (англ. 

front-rear polarity) передбачає взаємодію між GTP-азами Rho і протеїнами, що 

визначають апікально-базальну полярність. PI3K відіграє центральну роль у 

ініціюванні передньо-задньої полярності і бере участь у рекрутуванні факторів 

обміну гуанілових нуклеотидів для Cdc42 і Rac до переднього краю клітини 

[156, 157]. Реорганізація комплексів архітектури цитоскелету та комплексів 

полярності, які призводять до зміни форми клітин, їх елонгації, формування 

виступів мембрани, появи передньої і задньої полярності, є істотними для ЕМТ 

і дозволяють спрямовувати міграцію. 

Дослідження останнього десятиліття засвідчити важливу роль ЕМТ у 

сприянні метастазуванню пухлинних клітин. Усунення мезенхімних пухлинних 

клітин або інгібування їх росту в поєднанні з традиційними методами 

лікування, які націлені на епітелійну популяцію, може бути найпридатнішою 

стратегією для боротьби зі станом часткового ЕМТ і неоднорідності пухлини, 

які лежать в основі хіміорезистентності і метастазування [133]. На сьогодні з 

метою пригнічення ЕМТ та/або боротьби з мезенхімним фенотипом пухлинних 

клітин, застосовуються агенти, скеровані на пригнічення різноманітних ланок 

ЕМТ – регуляторних транскрипційних факторів, індукторів ЕМТ, ефекторних 

кіназ, регуляторних мікроРНК тощо [158]. До таких інгібіторів ЕМТ належать, 

наприклад, інгібітори HIF-1α, лізилоксидази, інгібітори взаємодії з відповідним 

рецептором TGFβ, IL6, HGF, FGF, PDGF, Hedgehog, Wnt, Notch, блокувальні 

антитіла проти інтегринів, інгібітори сигналювання, залежного від Src, 

PIK3/Akt/mTOR, FAK, RAS/RAF/MAPK, інгібітори транскрипційних факторів 

NF‑κB, STAT, індуктори мікроРНК miR-34a, інгібітори деацетилаз тощо[158]. 

 

1.3.3 Різні типи міграції пухлинних клітин  

Залежно від типу клітини і тканинного мікрооточення, пухлинні клітини 

можуть мігрувати двома основними способами: індивідуально, коли 

міжклітинні контакти між мігруючими клітинами відсутні, або колективно, як 

багатоклітинні групи, коли міжклітинні адгезивні контакти зберігаються [1]. 
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При обох типах міграції рушійною силою є динаміка зв'язку компонентів 

цитоскелету з рецепторами поверхні клітини, які взаємодіють з позаклітинним 

середовищем [159]. Загалом, пухлинні клітини  використовують ті ж типи і 

механізми міграції та інвазії, що й нормальні нетрансформовані клітини [161], 

проте пухлинні клітини здебільшого нечутливі до фізіологічних сигналів, які 

пригнічують міграцію і забезпечують адгезію клітини [160]. 

Пітер Фрідл з університету Радбоуд, Нідерланди, розробив схему 

індивідуальної міграції пухлинної клітини, яка складається з п‘яти 

взаємозалежних молекулярних кроків, які змінюють форму клітини, її 

положення та структуру тканини, через яку вона мігрує [161]. На першому етапі 

цитоскелет поляризується шляхом полімеризації актину, що супроводжується 

формуванням протрузій на лідерному боці клітини, протилежному кінці від 

зони, яка стане заднім кінцем клітини [162]. На другому етапі відбувається 

взаємодія лідерного краю клітини з компонентами позаклітинного матриксу, що 

веде до формування кластерів фокальної адгезії і зчеплення молекул адгезії з 

компонентами внутрішньоклітинного механосигналювання [163]. Третій крок 

полягає у локальному протеолізі протеїнів позаклітинного матриксу за кілька 

мікрон попереду від лідерного краю клітини. Цей протеоліз модифікує 

молекулярні та механічні властивості тканини і створює простір для 

подальшого руху клітини. На 4 етапі мала GTP-аза з родини Rho активує міозин 

II, і скорочення, опосередковане актоміозиновим комплексом, генерує 

напруження всередині клітини. На 5 етапі це скорочення стимулює 

підтягування задньої частини клітини, тоді як передній край виступає далі 

вперед [163]. У багатьох клітин поступальний рух переднього краю клітини 

контролюється малими GTP-азами Rac або Cdc42, які беруть участь у 

формуванні псевдоподій або філоподій, що взаємодіють з компонентами ECM 

[164]. Водночас, інші клітини, які проявляють низьку активність Rac або 

перебувають в середовищах зі слабкою адгезією, характеризуються оберненим 

порядком кроків 1 і 2. При цьому передній  край клітини формує блебоподібні 

вип‘ячування мембрани. Ці вип‘ячування стабілізуються кортикальним F-
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актином і інтеркалюють між структурами ECM [165]. Ці два способи міграції 

відображають мезенхімний (Rac-залежний) і амебоїдний (Rac-незалежний) типи 

міграції.  

Мезенхімний тип міграції використовують, окрім пухлинних клітин, 

фібробласти, кератиноцити, та ендотеліоцити. Клітини з мезенхімним типом 

моторики мають специфічну витягнуту веретеноподібну форму. При 

культивуванні у 3D-матриксі такі клітини поляризуються, формуючи провідний 

(передній, лідерний) край клітини з однією або декількома псевдоподіями і 

тілом клітини, що відстає, які помітно відрізняються на мікрофотографіях [166]. 

Швидкість міграції мезенхімних клітин у 3D-матриксі становить приблизно 

0,1–0,5 мкм/хв [167] (табл. 1). Така відносно низька швидкість міграції 

зумовлена досить  повільними перебудовами фокальних контактів під час 

транслокації [168]. 

Амебоїдний тип міграції названий «на честь» специфічного типу 

моторики амеби Dictyostelium sp., який характеризується циклами 

розширення і стиснення тіла клітини, опосередкованих кортикально 

локалізованим актином і міозином [169]. Амебоїдна міграція у вищих 

евкаріот описана для лейкоцитів [170] та деяких типів пухлинних клітин 

[171-173]. Пухлинні клітини, що характеризуються амебоїдним способом 

міграції, мають характерну округлу форму. Ці клітини рухаються в 3D-

матриксі незалежно від деградації ECM [166, 172, 174]. Низька адгезивність 

до субстрату дає можливість клітинам, які рухаються за амебоїдним типом, 

рухатись з високою швидкістю, від 2 мкм/хв для клітин меланоми A375m2 

[171] до 25 мкм/хв для лімфоцитів [175] (табл. 1). 

У відповідь на дію мікрооточення пухлинна клітина може змінювати тип 

міграції з мезенхімного на амебоїдний (мезенхімо-амебоїдний перехід, МАТ) і 

навпаки (амебоїдно-мезенхімний перехід, АМТ). На молекулярному рівні 

МАТ/МЕТ переходи контролюються малими GTP-азами Rho, Rac та Cdc42 

[166, 176]. Відомо, що міграція/інвазія за амебоїдним типом значною мірою 

залежить від скоротливості актин-міозинового комплексу, що підтримується 
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шляхом активації сигналювання малої GTP-ази Rho/ROCK [171, 172]. 

Пригнічення сигнального шляху Rho/ROCK у амебоїдних пухлинних клітинах 

було ключовим механізмом, необхідним для того, щоб викликати амебоїдно-

мезенхімний перехід. Так, інактивація Rho або ROCK в клітинах меланоми 

А375м2 з амебоїдним фенотипом призводить до переходу до мезенхімної 

морфології [171]. Важливим регулятором сигналювання Rho/ROCK, що 

регулює скоротливість кортикального актину, є 3-фосфоінозитид-залежна 

протеїнкіназа 1 (PDK1), яка позитивно впливає на активність ROCK1на 

плазматичній мембрані. PDK1 конкурує з RhoE, негативним регулятором 

ROCK1, і таким чином сприяє ROCK1-залежній організації актоміозину. 

Пригнічення PDK1 в клітинах меланоми A375m2 призводить до видовженої 

мезенхімної форми і порушення рухливості клітини [177]. Cdc42-залежне 

сигналювання також відіграє важливу роль у підтриманні амебоїдного способу 

міграції пухлинних клітин. Показано, що інгібування регулятора Cdc42 

DOCK10 або його низхідних  ефекторів N-WASP і PAK2 призводить до 

амебоїдно-мезенхімного переходу [178]. Мезенхімна міграція залежить від 

сигналювання GTP-ази Rac1, яка забезпечує відповідну поляризацію клітини, 

організовує полімеризацію актину і утворення ламеліподій [159, 179]. 

Спрямованість руху клітин підтримується Cdc42, яка координує полімеризацію 

актину в передній частині клітини з прикріпленням і вирівнюванням 

мікротрубочок [159, 180]. Роль RhoA/ROCK у мезенхімній міграції є 

комплексною і недостатньо вивченою: з одного боку, її активність повинна 

бути пригніченою, проте RhoA/ROCK сигналювання є необхідним для 

підтягування задньої частини клітини, що відстає [159, 181].   

Між сигналюванням Rac і Rho існує взаємний антагонізм, що встановлює 

регуляторний перехід між мезенхімним і амебоїдним фенотипами.  Санз-

Морено та співавтори виявили протеїн DOCK3, який функціонує як Rac1-GEF 

(фактор обміну гуанілових нуклеотидів) та NEDD9 – адаптерний протеїн з 

родини p130Cas , що взаємодіє з DOCK3, а також Rac –залежний протеїн 

WAVE2, що стимулює нуклеацію актину [182]. Морфологія мезенхімної 
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клітини визначається шляхом NEDD9/DOCK3-опосередкованої активації Rac1. 

Видовження клітини і полімеризація актину опосередковується нижче WAVE2 

у відповідь на активацію Rac1. Також, WAVE2 пригнічує RhoА-залежну 

скоротливість актоміозину, блебінг і амебоїдний фенотип. Сигналювання 

клітин, що рухаються за амебоїдним типом, реалізується через каскад GTP-ази 

RhoА і залежної від неї кінази ROCK. Активація Rho/ROCK пригнічує прояви 

мезенхімного фенотипу через інгібування Rac1 шляхом активації Rac-GAP 

(протеїну-активатора GTP-аз) ARHGAP22, завершуючи тим самим схему 

антагонізму Rac1-RhoA [176].  

 Таблиця 1.  

Порівняльна характеристика мезенхімного  

та амебоїдного типів міграції [166] 

 Мезенхімна міграція Амебоїдна міграція 

Морфологія клітини Витягнута, 

веретеноподібна 

Округла 

Адгезія до ЕСМ Сильна, інтегринові 

кластери на мембрані 

формують точки 

фокальної адгезії 

Слабка, інтегрини 

дифузно розташовані на 

мембрані 

Міграція крізь ЕСМ Деградація і 

ремоделювання ЕСМ 

Незалежна від 

протеолізу, протиснення 

між волокнами ЕСМ 

Організація актинового 

цитоскелету 

На лідерному кінці – 

актинова сітка, по всьому 

тілу клітини – стрес-

фібрили 

Скоротливий 

кортикальний актин 

Швидкість 

переміщення 

Низька Висока 

Рух клітини Псевдоподії, філоподії Інтенсивний блебінг 
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1.3.4 Епітелійно-мезенхімна пластичність (ЕМП) 

Клітини різного походження, і особливо пухлинні клітини, здатні 

залучати епігенетичні/онтогенетичні програми, що дозволяють їм адаптуватися 

до змін навколишнього середовища. Ця властивість має назву пластичності, і 

часто пов'язана з різними стратегіями переміщення в тканинах [183, 183]. 

 Епітелійно-мезенхімна пластичність включає в себе низку процесів 

трансдиференціювання, які забезпечують адаптацію пухлинних клітин до умов 

мікрооточення: епітелійно-мезенхімний перехід (ЕМТ), мезенхімо-амебоїдний 

перехід (МАТ), та мезенхімно-епітелійний перехід (МЕТ) [2].  

Близько 80% всіх злоякісних новоутворень людини – це карциноми, 

тобто пухлини епітелійного походження, які мають ознаки епітелійної тканини, 

такі як експресія відповідних цитокератинів і Е-кадгерину. Проте, карциномні 

клітини пухлин на пізніх стадіях та пухлин, які метастазують, мають 

мезенхімну або (найчастіше) змішану епітелійно-мезенхімну морфологію, що 

супроводжується посиленням рухливості, інвазивності і хіміорезистентності 

пухлинних клітин, внаслідок проходження в цих клітинах ЕМТ [2]. Цікаво, що 

здатність пухлинних клітин до ЕМТ значною мірою корелює з проявом ознак 

ракових стовбурових клітин [2, 184]. З іншого боку, МАТ/МЕТ, властивий для 

високорухливих пухлинних клітин, може індукуватись у відповідь на 

запалення, застосування хіміотерапевтичних агентів, наприклад, інгібіторів 

металопротеїназ, активацію інтегринів, пригнічення/активацію сигналювання 

Rho та Rac [176, 166, 176], забезпечуючи оптимальний спосіб міграції/інвазії 

відповідно до стану позаклітинного матриксу. «Хоумінг» і проліферація у 

дистантному органі потребує відновлення молекулярних ознак, властивих для 

первинної пухлини, що відбувається внаслідок МЕТ, необхідного для 

фінальних етапів метастазування [185]. 

Cучасні дослідження демонструють, що пластичність пухлинних клітин є 

ключовою для метастазування і резистентності до протипухлинних препаратів 

[1, 2]. Відповідно, триває пошук молекулярних мішеней для таргетної терапії, 

скерованої на пригнічення ЕМП. Серед потенційних мішеней виділяють, 
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наприклад, сигналювання, залежне від Notch та MAP-кіназ, що дозволяє 

пригнічувати проліферацію різних субпопуляцій пухлинних клітин і таким 

чином блокувати ріст пухлини [186]. 

 

1.3.5 Ракові стовбурові клітини (CSCs) та їх роль у метастазуванні 

Згідно з сучасними уявленнями про біологію пухлинного росту, пухлина 

є гетерогенною структурою, що складається з клітин різних субпопуляцій, які 

відрізняються за своїми властивостями. Однією з таких субпопуляцій є ракові 

стовбурові клітини (Cancer stem cells, CSCs; інша назва – клітини, що ініціюють 

розвиток пухлини (англ. – Tumor initiating cells, TICs) – це невелика популяція 

пухлинних клітин, здатних до самовідтворення. CSCs дають початок іншим 

клітинам пухлини, які й стають мішенями для протипухлинної терапії [187, 

188]. Для CSCs є характерними такі властивості: активація низки сигнальних 

шляхів, таких як Wnt, Notch, Hedgehog, PI3K/Akt, NF-kB, JAK/STAT [189, 190], 

експресія транскрипційних факторів, властивих для недиференційованих клітин 

(наприклад, Klf4, Oct4, Nanog, Sox2) [191], здатність проліферувати незалежно 

від підложки (ця властивість проявляється у здатності формувати тривимірні 

структури (сфероїди) у неприкріпленому стані за умов клонального 

пропагування у безсироватковому детермінованому середовищі) [192, 193], 

високий туморогенний потенціал [194, 195], експресія специфічних 

поверхневих маркерів (для ракових стовбурових клітин грудної залози це CD44, 

CD24, CD133 [196]), а також резистентність до радіо- та хіміотерапії [197-199]. 

Саме завдяки підвищеній резистентності до протипухлинних препаратів ракові 

стовбурові клітини можуть виживати тоді, коли інші пухлинні клітини 

загинули, та згодом реініціювати ріст пухлини та спричиняти рецидив.  

Описано кілька механізмів розвитку резистентності CSCs до 

хіміотерапії: по-перше, це експресія мембранних ABC (ATP-binding cassette) 

транспортерів, до яких належать P-глікопротеїн/MDR1 (multidrug resistance-

1)/ABCB1, MRP1 (multidrug resistance protein 1)/ABCC1, BCRP (breast cancer 

resistance protein)/ABCG2. Ці транспортери мають широку субстратну 
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специфічність і забезпечують АТР-залежний «еффлюкс» протипухлинних 

препаратів із клітини і таким чином підтримують концентрацію препарату 

нижчою за токсичну. Іншим механізмом є підвищена активність ензиму 

альдегіддегідрогенази (ALDH), яка окислює внутрішньоклітинні альдегіди до 

відповідних кислот і залучена до знешкодження таких протипухлинних 

препаратів як циклофосфамід та його аналогів 4-гідропероксициклофосфамід 

та іфосфамід шляхом детоксифікації проміжного продукту обміну цих 

сполук – альдофосфаміду – до карбоксифосфаміду. Зважаючи на те, що 

значна частина протипухлинних препаратів діють через активацію клітинної 

загибелі внаслідок пошкодження молекули ДНК (наприклад, цисплатин 

зумовлює виникнення перехресних зшивок, метотрексат є інгібітором 

синтезу ДНК, доксорубіцин та даунорубіцин є інгібіторами топоізомерази), 

то ще одним із механізмів резистентності CSCs до хіміотерапії є зменшення 

рівня пошкодження ДНК клітини, яке може відбуватись за кількома 

шляхами: регулювання прогресії клітинного циклу, посилення системи 

репарації ДНК, та попередження пошкодження ДНК активними формами 

кисню [197].  

Між проявом ознак CSCs і епітелійно-мезенхімним переходом існує 

тісний регуляторний взаємозв’язок. Було показано, що індукція ЕМТ у 

нормальних іморталізованих епітеліоцитах веде до зростання кількості 

клітин, що мають ознаки CSCs, а саме наявності поверхневих маркерів та 

здатності до формування сфероїдів [200], тоді як індукція ЕМТ у пухлинних 

клітинах супроводжується зростанням розмірів популяції CSCs та посилення 

резистентності таких клітин до хіміотерапії [200, 201]. 

Окрім того, саме CSCs здатні до формування вторинних вогнищ 

пухлинного росту (метастазів). Показано, що активація у цих клітинах 

«ембріональних» сигнальних шляхів, таких як Wnt і Notch [202, 203], 

забезпечує колонізацію дистантних органів і ріст метастазів. На моделі 

аденокарциноми легені миші виявлено, що метастазування тісно пов’язане з 

програмою дедиференціювання, яка індукується втратою експресії Nkx2-1, 
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подібно до стовбурових клітин [204, 205] Таким чином, метастатичний 

потенціал карциномних клітин залежить від наявності клітин у транспортних 

системах організму (кров, лімфа), які проявляють ознаки CSCs [206, 207].  

Зважаючи на визначальну роль CSCs у метастазуванні та підтриманні 

хіміорезистентності, основним недоліком традиційних протипухлинних 

препаратів є те, що їхня дія спрямована на загальний пул 

«диференційованих» пухлинних клітин, внаслідок чого неураженими 

залишаються CSCs, які й дають в подальшому початок росту новій пухлині. 

Існує щонайменше три потенційних шляхи впливу на CSCs: інгібування 

сигнальних шляхів, залучених до контролю самовідтворення, що дозволяє 

індукувати, в такий спосіб, диференціювання або апоптоз CSCs; вплив на 

механізми забезпечення резистентності; вплив на комплекс специфічних 

умов оточення  CSCs [208]. На сьогодні активно розробляються препарати, 

спрямовані на кожен із цих шляхів [209].  
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РОЗДІЛ ІІ 

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕНЬ 

2.1 Обладнання та реагенти 

У ході роботи було використано наступні реагенти: 

Для культивування субліній клітин 4Т1 з різними рівнями експресії 

Ruk/CIN85 використовували середовище RPMI 1640 («Gibco», США), 

ембріональну сироватку теляти (FBS) («HyClone», США), суміш стандартних 

антибіотиків пеніциліну та стрептоміцину («Gibco», США). 

Для Вестерн-блот аналізу і флуоресцентної конфокальної мікроскопії 

використовували перші поліклональні антитіла до SH3A домену Ruk [103], К1-3 

фрагменту плазміногену щура [210]), моноклональні антитіла до віментину 

(«Sigma», США), Е-кадгерину («Cell Signaling», США), Кі67 («Santa Cruz 

Biotechnology, Inc.», США), β-актину («Sigma», США), анти-мишачі та анти-

кролячі антитіла, кон’юговані з пероксидазою хрону («Promega», США) та з 

флуорохромом AlexaFluor488, AlexaFluor594 («Invitrogen», США), кон’югований 

з TRITC фалоїдин («Sigma», США), розчини для ЕCL детекції (“Amersham”, 

Велика Британія).  

Для ізолювання РНК, зворотної транскрипції і кількісної ПЛР 

використовували наступні праймери і реагенти: набір для ізолювання тотальної 

РНК innuPREP RNA mini Kit («Analytik Jena AG», Німеччина), оліго-дТ(18) 

праймер, праймери до мРНК генів миші Sh3kbp1/Ruk/CIN85, Vim, Cdh1, Twist1, 

Snai1, Zeb1, Zeb2, Lcn2, Myb, Klf17, Tjp1, Icam1, Tgfb1, Fn1, Itgb1, Cfl1, Il1a, Tnfa, 

Il6, Ccl2, Cxcl5, Mmp2, Mmp9, Mmp13, Mmp14, Ctsnd, Plau, Plaur, Serpine1, Cd44, 

Cd24, Pou5f, Klf4, Sox2, Myc, Nanog, Id1, Lox, Loxl2, Gapdh («BioLabTech Ltd», 

Україна), набори для синтезу кДНК RevertAid H Minus First Strand cDNA 

Synthesis Kit та кількісної ПЛР Luminaris Color HiGreen High ROX qPCR Master 

Mix («Thermo Scientific», США). 

Інвазивність клітин досліджували з використанням вставок з розміром пор 

0,8 мкм («Greiner Bio-One», Австрія) та розчинів Матригелю («BD Biosciences», 

США), колагену І типу («Sigma», США) і фібронектину («BD Biosciences», США). 
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У процесі проведення досліджень використовували наступні прилади: 

центрифуга Eppendorf 5804/ 5804 R («Eppendorf», Німеччина), настільна 

центрифуга MiniSpin («Eppendorf», Німеччина)  СО2 інкубатор BioSpherix 

(«BioSpherix, Ltd.» США), систему для вертикального електрофорезу Bio-Rad 

Mini-PROTEAN Tetra («Bio-Rad Laboratories», США), систему для 

горизонтального електрофорезу Bio-Rad Mini-Sub Cell GT («Bio-Rad 

Laboratories», США), спектрофотометр DeNovix («DeNovix Inc.», США), прилад 

для кількісної ПЛР qTower 2.0 («Analytical Jena AG», Німеччина), прилад для 

ПЛР T-Cy («Creacon Technologies», Нідерланди), лазерний скануючий 

конфокальний мікроскоп LSM 510 META («Carl Zeiss», Німеччина), прилад для 

оцінки міграції клітин xCELLigence Real-Time Cell Analyzer (RTCA) DP 

Instrument («Roche», США), прилад для оцінки хемілюмінесценції FLx800 

(«BioTek», США). 

 

2.2 Методи досліджень 

2.2.1 Культивування евкаріотичних клітин  

Клітини аденокарциноми грудної залози миші лінії 4Т1 культивували в 

середовищі RPMI 1640 (Gibco®), що містило 10% ембріональної телячої 

сироватки (FCS, HyClone), 50  од./мл пеніциліну, 100 мкг/мл стрептоміцину та 2 

мМ L-глутаміну, при температурі 37 °С та 5% CO2 у зволоженій атмосфері. 

Клітини пасажували у співвідношенні 1:3-1:5 кожні 2-3 дні при досягненні 70-

80% конфлюенту. 

 

2.2.2 Одержання субліній клітин лінії 4Т1 зі стабільною надекспресією та 

пригніченою експресією адаптерного протеїну Ruk/CIN85  

З метою отримання субліній, що надекспресують Ruk/CIN85, клітини 4Т1 

трансфікували методом кальцій-фосфатної трансфекції плазмідою pRc/CMV2-

Rukl, що кодує повнорозмірну форму Ruk/CIN85 [60], або вектором без вставки 

для отримання контрольної сублінії.  Після трансфекції клітини піддавали 

селекції за присутності 1 мг/мл генетицину (G418) («Sigma», США). З метою 
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зниження рівня експресії Ruk/CIN85 клітини 4T1 інфікували лентивірусом, що 

кодує Ruk/CIN85-специфічну shRNA, використовуючи конструкцію pLKO.1-

shRuk/CIN85 R22 [211]. Щоб отримати відповідний контроль, клітини 4T1 були 

інфіковані лентирусом, що кодує shRNA, неспецифічну до жодної постідовності 

геному ссавців. Інфіковані клітини піддавали селекції у присутності 10 мкг/мл 

пуроміцину («Sigma», США). Резистентні до генетицину або пуроміцину клітини 

субклонували, оцінювали вміст та експресію повнорозмірної форми Ruk/CIN85 

Вестерн-блот аналізом та за допомогою кількісної ПЛР. Було обрано дві сублінії 

клітин 4T1, які стабільно надекспресували  Ruk/CIN85 (названі RukUp-1 і RukUp-

2) та одну сублінію з пригніченням експресії Ruk/CIN85 (RukDown). Відповідні 

контролі (Mock і Scr) являють собою резистентні до генетицину чи пуроміцину 

клітини 4T1, трансфіковані плазмідою без вставки або інфіковані неспецифічним 

лентивірусом. 

 

2.2.3 Отримання лізатів клітин 

Клітини лізували в буфері лізису (50 мМ Трис-НСl, рН 7.5, 150 мМ NaCl, 

1% Тритон Х-100, 1 мМ ортованадат натрію, 50 мМ NaF, 2 мМ ЕДТА, 1 мМ 

PMSF, 1 мкг/мл пепстатину, 60 мкг/мл апротиніну, 10 мкг/мл лейпептину) на 

льоду протягом 20 хв. Тритон-нерозчинну фракцію осаджували 

центрифугуванням  при 10 000 g протягом 30 хв при 4°С. Після центрифугування 

лізатів вміст протеїну в супернатанті визначали за допомогою комерційного 

набору Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Pierce Biotechnology, Rockford, IL). Після 

цього лізати клітин прогрівали при температурі 95°С протягом 5 хв у буфері для 

зразків Леммлі (62,5 мМ Трис-НСl, рН 6.8, 1 мМ ЕДТА, 2% ДСН, 5% β-

меркаптоетанол, 10% гліцерин, 0.4% бромфеноловий синій). Отримані лізати 

зберігали при температурі не вище -70°С.  

 

2.2.4 Електрофорез протеїнів в ПААГ та Вестерн-блот аналіз 

Для приготування 10% гелю для розділення та 4,5% гелю для 

концентрування протеїнів використовували наступні реактиви: 
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Розчин мономерів «АА»: 30% акриламід/0,8% метиленбісакриламід; 

Буфер А для розділяючого гелю: 3М Трис-НСl, рН 8.8; 

Буфер Б для концентруючого гелю: 0,5М Трис-НСl, рН 6.8; 

10% розчин додецилсульфату натрію (ДСН); 

10% розчин персульфату амонію (АПС); 

Електродний буфер: 25 мМ Трис-НСl, рН 8.3, 192 мМ гліцин, 0,1% ДСН; 

Компоненти, необхідні для приготування гелю, змішували у кількостях, 

наведених у Таблиці 2. 

Таблиця 2 

Приготування поліакриламідного гелю 

Т, 

% 

Буфер 

А, мл 

Буфер 

Б, мл 

АА 

30%, 

мл 

Н2О, 

мл 

ДСН 

10%, 

мл 

ТЕМЕД, 

мкл 

АПС 

10%, 

мл 

Об’єм 

гелю, мл 

10 0,75 - 2 3,18 0,06 6 0,06 6 

4,5 - 0,5 0,3 1,162 0,02 2 0,02 2 

 

Лізати клітин вносили за допомогою мікрошприца на дно комірок 

концентруючого гелю з розрахунку 50 мкг протеїну на один трек. Протеїни 

розділяли електрофорезом при 15-25 мА (70-110 В), після чого переносили на 

нітроцелюлозну мембрану у буфері для переносу (25 мМ Трис-НСl, рН 8.3, 192 

мМ гліцин, 0,1% ДСН, 20% метанол) протягом 90 хв при силі струму 250 мА. 

Для блокування вільних центрів зв'язування мембрану інкубували у 

блокувальному розчині (5% знежирене сухе молоко, 1% Tween-20,  ЗФР (137 мМ 

NaCl, 2,7 мМ KCl, 10 мМ Na2HPO4, 1,8 мМ NaH2PO4, рН 7,4)) протягом 1 години 

при КТ. Після цього мембрану інкубували з поліклональними антитілами проти 

Ruk/CIN85 [103], моноклональними антитілами проти віментину (Sigma-Aldrich), 

Е-кадгерину (Cell Signaling), поліклональними антитілами проти фрагменту K1-3 

плазміногену щура [210], та моноклональними антитілами проти β-актину 

(Sigma-Aldrich) протягом 12-16 год при 4°C.  Відповідні другі антитіла, 

кон’юговані з пероксидазою хрону (IgG (Promega), використовували в розведенні 
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1:3000. Мембрану інкубували протягом 45 хв при КТ, після чого імунореактивні 

смуги виявляли за допомогою комерційного набору для підсиленої 

хемілюмінесценції ECL (enhanced chemiluminescence kit) (Amersham Pharmacia 

Biotech). Час експозиції мембран на рентгенівській плівці залежав від 

інтенсивності хемілюмінесценції і тривав 1-15 хв. Плівку проявляли у 

стандартному фенідон-гідрохіноновому проявнику і фіксували кислим фіксажем.  

Для виявлення імунореактивних смуг плазміногену та його фрагментів 

використовували реакцію з 3,3'-диамінобензидином (ДАБ). Денситометричний 

аналіз проводили за допомогою програмного забезпечення Gel-Pro analyzer 

(Media Cybernetics, http://gel-pro-analyzer.software.informer.com/3.1/). 

 

2.2.5 Ізолювання та оцінювання якості РНК 

Тотальну РНК виділяли з клітин колоночним методом, 

використовуючи комерційний набір innuPREP RNA mini Kit (Analytical Jena 

AG, Німеччина). Для цього осад клітин (1*10
6
) лізували в 400 мкл буфера для 

лізису при КТ протягом 5 хв, після чого лізат наносили на колонку D (для 

видалення геномної ДНК) і центрифугували за допомогою настільної 

центрифуги MiniSpin (Eppendorf, Німеччина) протягом 2 хв при 10 000 g при 

КТ. До фільтрату додавали 400 мкл 70% етанолу, перемішували, наносили на 

колонку R (для виділення РНК), і центрифугували протягом 2 хв при 10 000 g 

при КТ. Після цього мембрану колонки R промивали 500 мкл буфера для 

відмивки HS з подальшим центрифугуванням протягом 1 хв при 10 000 g при 

КТ, і 700 мкл буфера для відмивки LS з подальшим центрифугуванням 

протягом 1 хв при 10 000 g при КТ. Колонку R центрифугували протягом 1 

хв при 10 000 g ще раз для того, щоб остаточно висушити і позбутись 

залишків буфера для промивки, після чого проводили елюцію РНК водою 

ступеня очищення milliQ: безпосередньо на мембрану наносили 50 мкл води, 

інкубували протягом 1 хв при КТ, після чого колонку R переносили у 

стерильну пробірку для елюції і центрифугували протягом 2 хв при 10 000 g 
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при КТ. Концентрацію РНК вимірювали за поглинанням при 260 нм за 

допомогою спектрофотометра DeNovix (DeNovix Inc., США). 

Якість отриманої РНК оцінювали за ступенем деградації смуг 

рибосомних РНК після електрофоретичного розділення в агарозному гелі, а 

також за поглинанням при 260/230 нм і 260/280 нм.  

2 мкг РНК змішували з денатуруючим буфером (95% формамід, 18 мМ 

ЕДТА, 0.025% ДСН, ксиленціанол, бром феноловий синій) та 1 мкл 

бромистого етидію (10 мг/мл), інкубували при температурі 72 °C протягом 10 

хв, та вносили в лунки гелю. Електрофорез РНК проводили в буферній 

системі ТАЕ (40 мМ Трис-ацетат, рН 8.5, 2мМ ЕДТА) в 1% агарозному гелі 

при напрузі 5В/см довжини гелю. Візуалізацію зон РНК здійснювали 

опроміненням гелю ультрафіолетовим світлом з довжиною хвилі 384 нм. Для 

визначення розміру РНК використовували ДНК-стандарти фірми 

“Fermentas”. Оцінювали інтенсивність смуг, що відповідають 28S та 18S 

рРНК: якщо інтенсивність верхньої смуги (28S рРНК) удвічі перевищувала 

інтенсивність нижньої, і між ними не було помітних смуг, то виділену РНК 

вважали нативною і придатною для подальшої роботи. Додатково оцінювали 

поглинання при при 260/230 нм та 260/280 нм. Оптимальним значенням 

поглинання при 260/280 нм вважали 2, якщо значення були нижчими, то це 

свідчить про забруднення зразка протеїнами, які поглинають при 280 нм. 

Оптимальне значення поглинання при 260/230 нм становить 2,0-2,2, а 

зниження цього показника свідчить про забруднення зразка органічними 

сполуками, що поглинають при довжині хвилі 230 нм, в першу чергу 

фенолом.  

 

2.2.6 Зворотна транскрипція 

Для синтезу кДНК користувались комерційним набором RevertAid H 

Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific, США). Реакційна 

суміш об’ємом 20 мкл містила наступні компоненти:РНК – 1-5 мкг, 5х буфер 
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– 4 мкл, суміш 10 мМ dNTP – 2 мкл, Oligo-dT праймер – 1 мкл, інгібітор РНКаз 

Ribolock 20 U/mkl – 1 мкл, зворотна транскриптаза 200 U/mkl – 1 мкл.  

Синтез кДНК проводили за наступних умов: 

42°C – 60 хв,  

95°C – 5 хв,  

за допомогою приладу T-Cy (Creacon Technologies, Нідерланди). 

 

2.2.7 Кількісна ПЛР 

Для ПЛР в реальному часі використовували комерційний набір Luminaris 

Color HiGreen High ROX qPCR Master Mix (Thermo Scientific, США) і 

ампліфікатор QTower 2.2 Real-Time PCR (Analytik Jena, Німеччина).  

Реакційна суміш для кількісної ПЛР об’ємом 20 мкл містила наступні 

компоненти: кДНК – 2 мкл, 2х Master Mix – 4 мкл, прямий праймер 10 мкМ – 1 

мкл, зворотний праймер 10 мкМ – 1 мкл, MilliQ H2O – 12 мкл.  

Ампліфікацію проводили в наступному температурному режимі: 

- Початкова денатурація - 95°C, 10 хв. 

- Амплфікація (40 циклів): 

o Денатурація – 95°C, 15 сек. 

o Гібридизація - 60°Cб 30 сек. 

o Подовження - 72°Cб 30 сек. 

- Плавлення – 60-90°C. 

Послідовності праймерів, які використовувались для кількісної ПЛР, 

наведені у Таблиці 3.  

Таблиця 3  

Послідовності праймерів для кількісної ПЛР 

Ген Прямий праймер Зворотний праймер 

CCL-2 TTAACGCCCCACTCACCTGC TTGGGTCAGCACAGACCTCTC 

Catepsin D CATCGCCTAAGACCACGGAG GAGGGGACCCACAGGTTAGA 

CD24 GCGAGCTTAGCAGATCTCCAC CGGTGCAACAGATGTTTGGT 

CD44 AGAGCACCCCAGAAAGCTAC GTAGTTGCACTCGTTGTGGG 

CDH1 AACGCTCCTGTCTTCAACCC GGGTTCCTCGTTCTCCACTC 
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Cofilin TGCGGCTCCTACTAAACGGA CATCAGAGACAGCCACACCA 

Cxcl5 CTGCGTTGTGTTTGCTTAAC GACAGACCTCCTTCTGGTTT 

Fn1 GTCAAGCTCATTTCCTGGTATGAC CTTGCTCAGTGTCCTTGCTG 

GAPDH CATCGACGCACCATCCAACC TGGAAGGGTAACCAGTTGGGG 

ICAM1 CCCCGCAGGTCCAATTCACA CCAAGCAGTCCGTCTCGTCC 

ID-1 CGACTACATCAGGGACCTGCA GAACACATGCCGCCTCGG 

IL1a GCTTGAGTCGGCAAAGAAATCAA ACGTTGCTGATACTGTCACCC 

IL-6 GAGGATACCACTCCCAACAGACC AAGTGCATCATCGTTGTTCATACA 

Itgb1 AATGCCAAATCTTGCGGAGAA GGCTGGCAACCCTTCTTTTT 

KLF17 ACGCAGCCATTGTGGGATTA GTATTGAGTGGCTGGTGGCT 

KLF4 AACATGCCCGGACTTACAAA TTCAAGGGAATCCTGGTCTTC 

Lcn2 CCAGGCCCAGGACTCAACTC CCTGCCCCGGAACTGATCG 

MMP2 CCCCATGAAGATCCAACCCA GAACTTGCAGGGCTGTCCAT 

MMP9 ACGACATAGACGGCATCCAG TGGTTCAGTTGTGGTGGTGG 

MMP13 ACCTGGACAAGCAGTTCCAAA ATGGCTTTTGCCAGTGTAGGT 

MMP14 CTGGCTCATGCCTACTTCCC GGTTGAGGGGGCATCTTTGT 

Myb CATTTGATGGGGTTTGGGCA AGGATAGGGAACGTGACTGGA 

MYC TAACTCGAGGAGGAGCTGGA GCCAAGGTTGTGAGGTTAGG 

NANOG TTGCTTACAAGGGTCTGCTACT ACTGGTAGAAGAATCAGGGCT 

Oct4 TAGGTGAGCCGTCTTTCCAC GCTTAGCCAGGTTCGAGGAT 

PLAU ACTACCGTGCTTCGGGAATG GCCTGTTGCAGAGGTTTGTG 

PLAUR ACTACCGTGCTTCGGGAATG GCCTGTTGCAGAGGTTTGTG 

Ruk/CIN85 CGCCAACTTTCACGCTGCTT TGACCTCACCCACGCTGATT 

Serpine 1 GGCCGTGGAACAAGAATGAG GCGTGTCAGCTCGTCTACAG 

SNAI1 TCTGAAGATGCACATCCGAAGCCA AGGAGAATGGCTTCTCACCAGTGT 

SOX2 CAGGAGAACCCCAAGATGCACAA AATCCGGGTGCTCCTTCATGTG 

TGFb TGGAGCTGGTGAAACGGAAG TAGATGGCGTTGTTGCGGTC 

TJP/ZO1 GAGATGTTTATGCGGACGGTGG GTTTCCTCCATTGCTGTGCT 

TNFa CCCACGTCGTAGCAAACCA ACAAGGTACAACCCATCGGC 

TWIST1 CTCAGCTACGCCTTCTCCGT CCTCTGGGAATCTCTGTCCAC 

Vimentin GGATCAGCTCACCAACGACA AAGGTCAAGACGTGCCAGAG 

Zeb1 GGAGGAGGTGACTCGAGCATTTAG TAATACTGTCTGGTCTGCTGGC 

Zeb2 AGACACTCTTGGCGAGGTTT GTTCACCACGTTTTTCCTCCTG 

Послідовності праймерів були підібрані за допомогою програми Oligo 7 

таким чином, щоб температура плавлення становила 60 °C. Якщо ж 

температура плавлення була нижчою, то на етапі гібридизації встановлювали  
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температуру на 2-3 °C нижчу, ніж температура плавлення. Як референтний ген 

використовували GAPDH, і оцінку відносних рівнів експресії здійснювали 

методом ΔΔCt. Криву плавлення використовували для оцінки специфічності 

ампліфікації [212]. 

 

2.2.8 Дослідження проліферативної активності клітин 4Т1 

Життєздатність та проліферативну активність клітин 4Т1 різних субліній 

оцінювали методами МТТ-тесту, прямого підрахунку та за кількістю Кі67-

позитивних ядер. 

Для МТТ-тесту клітини висівали у 96-лунковий планшет із розрахунку 

1*10
3 
клітин на лунку у 5 паралелях. Клітини культивували протягом 2, 24, 48 та 

72 годин. Після цього клітини відмивали ЗФР двічі, додавали 100 мкл (0,4 

мг/мл) МТТ-реактиву (3-(4,5-диметилтіазол-2-іл)-2,5-дифеніл-тетразоліум 

бромід) та інкубували при 37°C протягом 1 год. Отримані кристали формазану 

розчиняли в ДМСО, і вимірювали оптичну густину при довжині хвилі 570/610 

нм на спектрофотометрі µQuant (BioTEK, США). Результати представляли у 

відносних одиницях, прийнявши за 1 значення поглинання для кожної сублінії 

на 2 годину.  

Для прямого підрахунку 50*10
3 

клітин висівали у лунки 12-лункового 

планшета у 3 паралелях і культивували протягом 24 і 48 год. Після цього 

клітини трипсинізували, ресуспендували у розчині трипанового синього і 

підраховували кількість клітин, використовуючи гемоцитометр Neubauer.  

 

2.2.9 Дослідження адгезивності клітин лінії 4Т1 

Для дослідження адгезивних властивостей, клітини 4Т1 різних субліній 

ресуспендували в середовищі для адгезії (RPMI 1640 з додаванням 1% BSA, 1 

мМ MgCl2, 0.5 мM CaCl2) і висівали у лунки 96-лункогово планшета, попередньо 

покриті Матригелем (0,3 мг/мл, BD Biosciences), колагеном 1 типу (10 мкг/мл, 

Sigma-Aldrich) або фібронектином (30 мкг/мл, BD Biosciences), з розрахунку 

1*10
5
 клітин на лунку у 3 паралелях. Клітини культивували протягом 30 хв, після 
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чого неприкріплені клітини змивали фосфатним буфером, а прикріплені 

фіксували 4% параформальдегідом і фарбували  0,4% кристалічним фіолетовим. 

Барвник розчиняли у 100 мкл 30% оцтової кислоти і вимірювали оптичну 

густину розчину при 590/630 нм на приладі µQuant (BioTEK, США). Результати 

представляли у відносних одиницях, прийнявши за 1 значення адгезивності 

клітин 4Т1 WT. 

 

2.2.10 Дослідження міграційних властивостей клітин за допомогою тесту на 

заростання подряпини in vitro 

2x10
5 

клітин висівали у лунки 6-лункового планшета у повному 

середовищі RPMI 1640 і культивували до досягнення ними 90% конфлюенту. 

Після цього середовище замінювали на RPMI 1640, що містило 0.1% FCS на 14-

16 год, і додавали 10 мкг/мл мітоміцину С (Sigma-Aldrich). Через 1 годину 

робили подряпину одноразовим стерильним наконечником об’ємом 200 мкл і 

фотографували місце подряпини. Через 24 год місце подряпини фотографували 

ще раз, і визначали ширину подряпини та ступінь її заростання за допомогою 

програми ImageJ software version 1.47h (http://imagej.nih.gov/ij). Для розрахунку 

коефіцієнта міграції М користувались формулою: M = (W0-W24)/W0, де  W0 і W24 

– ширина подряпини на початку експерименту і через 24  год, відповідно.  

 

2.2.11 Оцінювання інвазивності клітин in vitro з використанням 

модифікованої камери Бойдена  

Оцінку інвазивності клітин проводили з використанням модифікованої 

камери Бойдена для 24-лункових планшетів, що містила напівпроникну 

мембрану з розміром пор 8 µм (Greiner Bio-One, Австрія). Мембрану покривали 

із зовнішнього боку Матригелем (0,3 мг/мл, BD Biosciences), колагеном 1 типу 

(10 мкг/мл, Sigma-Aldrich) або фібронектином (30 мкг/мл, BD Biosciences), після 

чого висівали у верхню камеру 3x10
4 

клітин у  300 мкл середовища RPMI 1640, 

що містило 0.1% FCS. У нижню камеру додавали 600 мкл середовища RPMI 

1640, що містило 10% FCS. Планшети інкубували протягом 24 годин, після чого 
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мембрани промивали фосфатним буфером, фіксували клітини, що промігрували 

на нижню сторону мембрани, 4% параформальдегідом і фарбували 0,4% 

кристалічним фіолетовим. Після цього фотографували як мінімум 10 полів зору 

при збільшенні 400х, і обраховували середню кількість клітин на поле зору. 

Для дослідження ефекту ангіостатинів [213] на інвазивність клітин 4Т1,  

клітини 4Т1 сублінії RukUp-1 попередньо культивували за присутності 1,5x10
-7
 

M ангіостатинів К1-3 або К5 [213] протягом 24 год, після чого такі ж 

концентрації ангіостатинів додавали і в камеру Бойдена. 

При вивченні ефекту інгібіторів металопротеїназ та серинових протеїназ на 

інвазивність клітини 4Т1 сублінії RukDown попередньо культивували в 

присутності 1,3x10
-6
 M інгібітора матриксних металопротеїназ GM6001 і/або 

5x10
-4
 M інгібітора серинових протеїназ pNFGB, після чого такі ж концентрації 

інгібіторів додавали і в камеру Бойдена. 

 

2.2.12 Отримання високоінвазивних субпопуляцій клітин 4Т1 

Для отримання високоінвазивних субліній, клітини 4Т1 WT висівали у 

модифіковану камеру Бойдена (з мембраною, покритою шаром Матригелю) у 

кількості 1*10
5
 клітин, після чого дозволяли їм мігрувати протягом 24 год. Для 

того, щоб зняти клітини, що про мігрували на нижню сторону вставки, її 

інкубували у розчині 2 мМ ЕДТА протягом 3 хв, після чого клітини відмивали 

ЗФР і висівали на 6 см чашки Петрі у середовищі RPMI 1640. Таким чином було 

отримано високоінвазивну сублінію М1, на її основі таким же способом було 

отримано високоінвазивну сублінію М2.  

 

2.2.13 Вивчення динаміки міграції та інвазії клітин з надекспресією 

адаптерного протеїну Ruk/CIN85 

Моніторинг міграції та інвазії клітин 4T1 в реальному часі здійснювали за 

допомогою приладу xCELLigence Real-Time Cell Analyzer (RTCA) DP Instrument, 

оснащеного платою CIM-plate 16 (Roche, США). Плата CIM-plate 16 є аналогом 

модифікованої камери Бойдена, проте на мембрані, через яку мігрують клітини, 
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розміщені електроди. Даний метод дозволяє оцінювати міграцію чи інвазію клітин 

через мембрану за зміною опору мембрани в реальному часі.  Для експериментів 

на інвазію, мембрани плати CIM-plate 16 були покриті Матригелем (0,3 мг/мл, BD 

Biosciences), а для оцінки міграції мембрани не покривали жодним матриксом. 

Клітини 4T1 з надекспресією Ruk/CIN85 та контрольні клітини висівали у верхню 

камеру у кількості 7,5х10
4
 на лунку у середовищі RPMI 1640, що містило 0.1% 

FCS. У нижню камеру додавали середовище RPMI 1640, що містило 10% FCS. 

Також, як негативний контроль, ми використовували лунки, де в нижню камеру 

вносили середовище RPMI 1640, що містило 0.1% FCS, тобто не створювали 

градієнта концентрації FCS. Клітинний індекс (одиниці вимірювання міграції 

через мембрану, які відповідають опору мембрани) вимірювали кожні 10 або 15 хв 

протягом декількох годин. Для кількісної оцінки клітинний індекс у вказані часові 

точки розраховували як усереднене значення щонайменше з трьох незалежних 

вимірювань. 

 

2.2.14 Оцінювання активності желатиназ MMP-2 і MMP-9 методом 

зимографії 

Ензиматичну активність матриксних металопротеїназ MMP-2 і MMP-9 

оцінювали методом желатинової зимографії. Клітини висівали у 6 см чашки 

Петрі у повному середовищі RPMI 1640 і культивували до досягнення ними 75% 

конфлюенту. Після цього середовище замінювали на RPMI 1640, що містило 

0.1% FCS, на 24 год. Кондиційоване середовище концентрували на приладі 

Concentrator Plus (Eppendorf, Німеччина), вимірювали концентрацію протеїну, і 

змішували з невідновлювальним буфером для зразків Леммлі (62,5 мМ Трис-НСl, 

рН 6.8, 1 мМ ЕДТА, 2% ДСН, 10% гліцерин, 0.4% бромфеноловий синій). 

Отримані зразки зберігали при температурі -20°С. Зразки наносили на 10% 

ПААГ, що містив 1 мг/мл желатини (Sigma-Aldrich) з розрахунку 100 мкг 

протеїну на трек, і розділяли електрофоретично при максимальній напрузі 80 В. 

Після електрофорезу гель відмивали від ДСН розчином 2,5% Тритону Х-100, 

після чого інкубували в реакційному буфері (50 мM Tris-HCl, pH 8.0, 5 мM CaCl2, 
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1 мкM ZnCI2) протягом 24 год при 37°C. Гель фарбували 0,5% барвником 

Coomassie brilliant blue G-250 (Sigma-Aldrich), інтенсивності світлих смуг, що 

відповідали активності металопротеїназ, оцінювали за допомогою програми Gel-

Pro analyzer (Media Cybernetics, http://gel-pro-analyzer.software.informer.com/3.1/). 

 

2.2.15 Оцінювання активності лізилоксидази  

Лізилоксидазну активність оцінювали в кондиційованому середовищі 

клітин за продукуванням Н2О2 хемілюмінесцентним методом. Середовище 

інкубування містило кондиційоване середовище у перерахунку на 500 мкг 

протеїну, насичений киснем буфер, 10 мM 1,5-диамінопентан,  0,1 мM люмінол в 

0,1 M натрій-боратному буфері pH 10.5, 50 одиниць пероксидази хрону. 

Інтенсивність хемілюмінесценції оцінювали протягом 30 хв кожні 30 сек при 

довжині хвилі 460 nm за допомогою приладу FLx800 («BioTek», США) [214].   

 

2.2.16 Оцінювання вмісту і локалізації протеїнів у клітині за допомогою 

конфокальної мікроскопії  

Клітини вирощували на покривних скельцях у повному середовищі RPMI 

1640 до досягнення 65-75% конфлюенту. Скельця промивали фосфатним 

буфером і фіксували 4% параформальдегідом протягом 15 хв при КТ. Після 

цього скельця інкубували з буфером для пермеабілізації (0,5% Тритон Х-100) 

протягом 10 хв, та блокувальним розчином (5% BSA, 0,1% Тритон Х-100) 

протягом 30 хв при КТ. Скельця інкубували з першими моноклональними 

кролячими антитілами проти Е-кадгерину (Cell Signaling), моноклональними 

мишачими антитілами проти віментину (Sigma-Aldrich) або поліклональними 

кролячими антитілами проти Кі-67 (Abcam), розведеними у блокувальному 

розчині у співвідношенні 1:50 протягом 1 год при КТ. Після цього скельця 

інкубували з відповідними другими кон’югованими з барвниками Alexa Fluor 488 

або Alexa Fluor 594 (Invitrogen) анти-мишачими або анти-кролячими антитілами, 

розведеними у блокувальному розчині у співвідношенні 1:200 протягом 45 хв в 

темряві при КТ. Для візуалізації актинового цитоскелету скельця інкубували з 
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TRITC-фалоїдином (Sigma-Aldrich) (50 мкг/мл) протягом 15 хв в темряві при КТ. 

Окрім цього, додатково забарвлювали ядра клітин DAPI (1 мкг/мл) протягом 15 

хв в темряві при КТ. Після усіх інкубацій з антитілами чи барвниками скельця 

промивали тричі ЗФР. Отримані препарати монтували на предметні скельця за 

допомогою реактиву Mowiol 4-88 (Calbiochem Biochemicals, США). 

Зображення отримували за допомогою лазерного скануючого 

конфокального мікроскопа LSM 510 META (Carl Zeiss, Німеччина) та 

програмного забезпечення Zeiss LMN Image Browser. Наступну обробку 

зображень здійснювали за допомогою програми ImageJ. 

 

2.2.17 Тест на сфероїдоутворення  

Клітини висівали у 24-лунковий низькоадгезивний планшет (500 

клітин/см
2
) у детерміноване середовище наступного складу: середовище 

культивування, що містить DMEM без індикатора та середовище F-12  у 

співвідношенні 1:1, з додаванням інсуліну (5 мкг/мл), гідрокортизону (0.5 

мкг/мл), епідермального фактора росту (20 нг/мл), фактора росту фібробластів 

(20 нг/мл), гепарину (0,5 од/мл), добавки для культури клітин В27, бичачого 

сироваткового альбуміну (1%), пеніциліну (100 од/мл), стрептоміцину (100 

мкг/мл). Після 7 днів культивування окремі первинні мамосфери збирали шляхом 

центрифугування при 1000 об/хв. і підраховували їх кількість з використанням 

інвертованого мікроскопа. Ефективність сфероїдоутворення визначали як 

відсоток загальної кількості сфероїдів до загальної кількості живих клітин, 

висіяних на лунку планшета. Для оцінки здатності ракових стовбурових клітин 

до тривалого самовідтворення in vitro, проводили серійне пасажування за таких 

же умов протягом ще трьох пасажів.  

 

2.2.18 Дослідження резистентності клітин 4Т1 з різним вмістом 

Ruk/CIN85 до доксорубіцину 

Для оцінювання хіміорезистентності клітин 4Т1 використовували 

МТТ-тест. Вносили 10
4
 клітин кожної з досліджуваних субліній на лунку 96-
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лункового планшета у 5 паралелях, культивували протягом 12 год для того, 

щоб клітини прикріпились, після чого додавали доксорубіцин у 

концентраціях 0, 0.1, 1 і 10 мкМ. Через 24 год додавали МТТ-реактив і 

вимірювали кількість утвореного формазану спектрофотометрично. На 

основі отриманого графіка виживаності клітин за різних концентрацій 

доксорубіцину було розраховане значення ІС50 доксорубіцину для кожної з 

субліній. 

 

2.2.19 Оцінювання трансформувального потенціалу клітин лінії 4Т1 

залежно від рівня експресії адаптерного протеїну Ruk/CIN85 

Трансформувальний потенціал субліній клінин 4Т1 з рівзними рівнями 

експресії Ruk/CIN85 здійснювали за допомогою тесту на здатність до 

утворення колоній в напіврідкому агарі. Клітини (1*10
3
) ресуспендували в 

150 мкл верхнього шару агару (0,4% агар у середовищі RPMI 1640) з 0.01, 

0.05, 0.1 мкМ доксорубіцину або без нього і вносили в лунки 96-лункового 

планшета, попередньо вкритих 100 мкл нижнього шару агару (0,8% агар у 

середовищі RPMI 1640), у 5 паралелях, та культивували протягом 3 тижнів. 

Через 3 тижні колонії фотографували при збільшенні в 40 і 200 разів та 

підраховували кількість колоній на лунку. 

 

2.2.20 Визначення активності альдегіддегідрогенази 

Активність альдегіддегідрогенази оцінювали в лізатах клітин 4Т1 з 

різними рівнями експресії Ruk/CIN85 (див. 2.2.3). Активність ензиму 

визначали за кількістю утвореного в реакції НАДН, яку оцінювали 

флуориметрично при довжині хвилі 600 нм. Реакційна суміш містила 

наступні компоненти: 100 мM пірофосфатний буфер рН=9,0, 10 мM 

гліоксаль, 0,5 мM НАД
+
, 1 мM ЕДТА, 0,1 мM резозурін, 0,1 мM 

феназинметасульфат (система резозурін та феназинметасульфат посилює та 

зсуває флуоресценцію НАДН до 600 нм, де біологічниі зразки не 

флуоресціюють). Реакцію запускали додаванням 20 мкл лізату клітин. 
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2.2.21 Організація експериментів in vivo 

При проведенні експериментів на тваринах керувались Європейською 

конвенцією про захист хребетних тварин від 1986 року, Законом України «Про 

захист тварин від жорстокого поводження» від 21 лютого 2006 року, та наказом 

Міністерства освіти і науки, молоді та спорту України № 249 «Про 

затвердження Порядку проведення науковими установами дослідів, 

експериментів на тваринах» від  1 березня 2012 року.  

Для усіх експериментів використовували самок мишей лінії Balb/c віком 

8 тижнів. Тварин умертвляли методом цервікальної дислокації або кардіальної 

перфузії, попередньо знеболивши введенням суміші кетанолу, ксилазину та 

ацепромазину. Для введення тваринам, клітини лінії 4Т1 різних субліній 

культивували у повному середовищі RPMI 1640, знімали з чашок Петрі 2 мМ 

ЕДТА, відмивали тричі стерильним ЗФР, та ресуспендували в буфері HBSS без 

йонів Ca
2+

 та Mg
2+

. 

 

2.2.22 Оцінювання трансендотеліальної міграції клітин з різним вмістом 

адаптерного протеїну Ruk/CIN85 

Клітини ендотелію капілярів легені та моноцити мишей лінії Balb/c 

отримували методом імуномагнітної селекції, як було описано раніше 

[215]. Отримані первинні ендотеліоцити легені у кількості 2,5*10
4
 

висівали на мембрану камери Бойдена з діаметром пор 8 мкм, попередньо 

покриту желатином та культивували до досягнення конфлюенту 

(приблизно 2 доби). Клітини 4T1 з різним вмістом адаптерного протеїну 

Ruk/CIN85 попередньо забарвлювали прижиттєвим барвником 

флуоресцеїном та вносили у верхню камеру у кількості 2,5*10
4
 разом з 

моноцитами (1*10
5
) в середовищі RPMI 1640, що містило 3% FCS, а в 

нижню камеру додавали середовище RPMI 1640 з 10% FCS. Як контроль 

висівали лише клітини 4Т1 WT (без моноцитів). Через 24 год мембрани 

відмивали і фіксували 4% параформальдегідом, після чого підраховували 

кількість пухлинних клітин, що промігрували через шар ендотеліоцитів. 
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Результати представляли у вигляді середньої кількості клітин на поле 

зору для щонайменше 3 незалежних експериментів. 

 

2.2.23 Оцінювання проникності капілярів легені in vivo 

5x10
5
 клітин у 200 мкл HBSS вводили в хвостову вену миші (n = 6). Через 

24 год тварин умертвляли, попередньо ввівши 200 мкл 0,5% барвника Evans 

blue за 30 хв до термінації. Перфузію проводили стерильним ЗФР, ізолювали 

легені, зважували їх, подрібнювали ножицями та інкубували в 1 мл формаміду 

протягом 4 год. при 56° C для екстракції барвника. Оптичну густину розчину 

вимірювали при довжині хвилі 610 нм і представляли проникність капілярів як 

відношення оптичної густини до маси легені.  

 

2.2.24 Оцінювання здатності до колонізації легені in vivo 

5x10
5
 клітин у 200 мкл HBSS вводили в хвостову вену миші (n = 6). Через 

24 год тварин умертвляли, здійснювали перфузію стерильним ЗФР, ізолювали 

легені, зважували їх, подрібнювали ножицями у стерильних умовах та 

інкубували з 1 мг/мл колагенази А протягом 1 год при 37°C. Вивільнені таким 

чином клітини осаджували центрифугуванням при 1500 g, відмивали тричі 

ЗФР, та інкубували з буфером лізису еритроцитів при 4°C протягом 5 хв. Після 

цього клітини ще тричі відмивали фосфатним буфером, та висівали на 6 см 

чашки Петрі у повному середовищі RPMI 1640, що містило 60 мкМ 6-

тіогуаніну (Sigma-Aldrich). Через 2 тижні клітини фіксували 4% 

параформальдегідом і фарбували колонії 0,4% кристалічним фіолетовим. 

Фотографували чашки Петрі при збільшенні у 40 разів і підраховували кількість 

великих колоній (кількість клітин у яких була не менше 50). 

 

2.2.25 Експериментальне метастазування 

5x10
5
 клітин у 200 мкл HBSS вводили в хвостову вену миші (n = 5). Через 

2 тижні тварин умертвляли, здійснювали перфузію стерильним ЗФР, ізолювали 

легені та печінку, зважували їх та підраховували поверхневі метастази. Для 

того, щоб зробити легеневі метастази більш контрастними, праву долю легені 
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фіксували у фіксажі Буена (насичений водний розчин пікринової кислоти:40% 

розчин формаліну:льодяна оцтова кислота 75:25:5), після чого легені 

фотографували і повторно підраховували метастази. Решту органів фіксували 

для морфологічного аналізу та імуногістохімії. 

 

2.2.26 Морфологічний аналіз зразків легені 

Легені фіксували у 10 % розчині нейтрального формаліну. Фіксований 

матеріал перекладали у пластикові промарковані касети і проводили подальшу 

гістологічну обробку в автоматі Shandon (Великобританія) – дегідратація в 

спиртах зростаючих концентрацій (70
0
, 80

0
, 96

0
), просвітлювання у трьох 

послідовних розчинах ксилолу, занурювання у парафін. Виготовлення 

парафінових блоків здійснювали за допомогою пристрою «LAMB» (Велика 

Британія). Зрізи парафінових блоків отримували на ротаційному мікротомі 

«Leica RM2025» (Німеччина). Препарати забарвлювали гематоксиліном та 

еозином, аналізували за допомогою мікроскопу «Nikon» (Японія). Для 

мікрофотозйомки гістологічних зрізів використовували мікроскоп «Olimpus» з 

цифровим фотоапаратом (Японія).  

Напівкількісну оцінку ефективності метастазування здійснювали за 

наступною схемою: 

0 – метастази відсутні; 

+ – менше 25% тканини заміщені метастазами; 

++ – 25-50% тканини заміщені метастазами; 

+++ – 50-75% тканини заміщені метастазами; 

++++ – більше 75% тканини заміщені метастазами. 

 

2.2.27 Імуногістохімічне оцінювання вмісту антигена проліферації Кі-67 у 

клітинах, що метастазували в легені 

Для імуногістохімії антигена проліферації Ki-67 парафінові зрізи 

товщиною 5 мкм депарафінізували в ксилолі та дегідратували в градуйованій 

серії розчинів етанолу. Ендогенну активність пероксидази та неспецифічне 
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зв'язування блокували 0,3% перекисом водню в метанолі протягом 30 хв. Після 

промивання ЗФР, додавали 10% FCS на 20 хв для блокування неспецифічної 

реакції. Далі зрізи інкубували з першими кролячими поліклональними 

антитілами проти Ki-67 (Abcam), розбавленими у блокувальному розчині у 

співвідношенні 1: 200 протягом 14-16 год при 4°С. Другі ко’юговані з 

пероксидазою хрону козячі антикролячі антитіла розбавляли у блокувальному 

розчині у співвідношенні 1:100 та інкубували з ними зрізи протягом 60 хв при 

КТ. Пероксидазну реакцію візуалізували шляхом інкубування зрізів з 0,02% 

ДАБ (3,3'-диамінобензидинтетрагідрохлоридом) з додаванням перекису водню 

(кінцева концентрація 0,01%). Додатково секції фарбували метиленовим синім 

(Merck, Німеччина). Клітини вважалися Ki-67-позитивними, коли 

імунореактивність була чітко виявлена в їхніх ядрах. Вміст Ki-67 представляли 

як співвідношення Ki-67-позитивних клітин до загальної кількості клітин. 

 

2.2.28 Статистична обробка результатів 

Статистичну обробку проводили за допомогою програмного 

забезпечення Statistica (StatSoft, http://www.statsoft.com/Products/STATISTICA-

Features). Всі результати описані у вигляді середнього значення та стандартної 

похибки. Для аналізу кількісних значень ми використовували однофакторний 

дисперсійний аналіз (one-way ANOVA) для незв’язаних вибірок з поправкою 

Бонфероні для множинних порівнянь. Попарні порівняння здійснювали за 

допомогою двовибіркового t-тесту Ст‘юдента для незалежних вибірок з 

нерівними дисперсіями. Для порівняння значень, отриманих напівкількісними 

методами (морфологічна оцінка кількості метастазів, оцінка імуноблотів), 

використовували непараметричний U-критерій Манна-Уїтні. Різницю між 

групами вважали статистично достовірною при р<0,05. 
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РОЗДІЛ ІІІ 

РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕНЬ 

3.1 Отримання субліній клітин аденокарциноми грудної залози миші лінії 

4Т1 зі стабільною надекспресією та пригніченою експресією адаптерного 

протеїну Ruk/CIN85  

З метою створення моделі для дослідження ролі адаптерного протеїну 

Ruk/CIN85 у контролі злоякісної трансформації та метастазування було обрано 

клітинну лінію 4Т1 (АТСС CRL-2539). Це високоінвазивні клітини 

аденокарциноми грудної залози миші, які використовуються для відтворення 

тваринної моделі раку грудної залози людини на IV стадії. Важливими 

перевагами клітин лінії 4Т1 є простота культивування, їх здатність до 

спонтанного формування метастазів у легені, печінку, мозок, лімфовузли при 

перевиванні мишам лінії Balb/c, що не потребує видалення первинної пухлини, 

а також резистентність до 6-тіогуаніну, що дозволяє ідентифікувати навіть 

поодинокі пухлинні клітини [216]. 

Сублінії клітин аденокарциноми грудної залози миші лінії 4Т1 з 

надекспресією адаптерного протеїну Ruk/CIN85, названі RukUp-1 та RukUp-2, 

були отримані шляхом кальцій-фосфатної трансфекції клітин 4T1 WT 

плазмідою pRc/CMV2-Rukl з подальшою селекцією за присутності 

селективного антибіотика та субклонування. Відповідну контрольну сублінію, 

названу Mock, було отримано шляхом кальцій-фосфатної трансфекції клітин 

4T1 WT плазмідою pRc без вставки з подальшою селекцією за присутності 

селективного антибіотика G418. Для отримання сублінії з пригніченням 

експресії Ruk/CIN85 (RukDown) та відповідної контрольної сублінії (Scr), 

клітини 4T1 WT інфікували лентивірусом pLKO.1-shRuk/CIN85 R22, що містив 

специфічну до Ruk/CIN85 послідовність, або ж вірусом, що кодує shRNA, не 

специфічну до жодної послідовності геному ссавців. Отримані інфектанти 

піддавали селекції за присутності селективного антибіотика пуроміцину та 

субклонували. Як додатковий контроль в серії експериментів використовували 

також вихідні клітини 4T1 WT.  
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Вміст адаптерного протеїну Ruk/CIN85 та рівень експресії його мРНК в 

отриманих сублініях оцінювали Вестерн-блотом та кількісною ПЛР. 

Морфологію клітин оцінювали за допомогою фазово-контрастної мікроскопії. 

Для Вестерн-блот аналізу використовували поліклональні кролячі антитіла 

проти SH3A домену Ruk/CIN85, які дозволяють виявити повнорозмірну форму 

Ruk/CIN85 та мишачі моноклональні антитіла проти β-актину для нормалізації 

кількості протеїну, внесеного у лунки ПААГ. Для кількісної ПЛР 

використовували праймери, що ампліфікують частину екзона 1 мРНК 

Ruk/CIN85 миші, а також праймери до мРНК ензиму гліколізу GAPDH як 

референтного гена. На рис. 3.1, А, Б видно, що як вміст повнорозмірної форми 

адаптерного протеїну Ruk/CIN85, так і експресія мРНК цього адаптера у 

контрольних сублініях Mock та Scr не відрізнялись від вихідних клітин 4T1 

WT. Достовірно вищий вміст та експресія мРНК Ruk/CIN85 спостерігались в 

сублініях RukUp-1 та RukUp-2 порівняно з контрольною сублінією Mock, і, 

навпаки, достовірне зниження вмісту та експресії Ruk/CIN85 в сублінії 

RukDown у порівнянні зі Scr. 

Зміни в рівні експресії Ruk/CIN85 у клітинах 4Т1 зумовили відмінності в 

морфології окремих субліній. За даними фазово-контрастної мікроскопії, всі 

контрольні клітинні лінії (WT, Mock і Scr) характеризувались подібним 

змішаним епітелійно-мезенхімним фенотипом, що узгоджується з 

попередніми публікаціями [138]. У той же час, культура клітин 4Т1 з 

підвищеною експресією Ruk/CIN85 виявилась гетерогенною за фенотипом і 

включала клітини як з округлою (70-80%), так і подовженою мезенхімною (20-

30%) морфологією. На відміну від цього, клітини RukDown набули більш 

вираженого епітелійного фенотипу, представленого клітинним шаром, 

подібним до бруківки, зі щільними міжклітинними контактами, характерними 

для нормальних епітелійних клітин грудної залози. Згідно з сучасними 

уявленнями, округлення клітин є типовою передумовою для набуття 

високоефективного амебоїдного типу міграції, пов'язаного з агресивним 

інвазивним потенціалом та схильністю до метастазування [166]. 
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Рис. 3.1 Вміст та рівень експресії мРНК адаптерного протеїну 

Ruk/CIN85 в отриманих сублініях клітин 4Т1. А – Вестерн-блот аналіз, β-

актин був використаний для нормалізації. Б – Відносний рівень експресії 

мРНК Ruk/CIN85. Значення експресії мРНК Ruk/CIN85 у клітинах 4T1 WT 

було прийнято за 1, значення для решти субліній нормалізовано відносно 4T1 

WT. * - p<0,05 відносно відповідного контролю, n=4. В – Фотографії субліній 

клітин 4Т1 з різним вмістом Ruk/CIN85, зроблені за допомогою 

інвертованого мікроскопа Olympus при збільшенні у 100 разів 

 

3.2 Характеристика асоційованих з ЕМТ особливостей поведінки 

клітин 4Т1 (проліферативний потенціал, адгезивність, здатність до 

міграції й інвазії in vitro) залежно від рівня експресії Ruk/CIN85 в 

отриманих сублініях 

З даних літератури відомо, що адаптерний протеїн Ruk/CIN85 бере 

участь у регулюванні сигналювання, залежного від EGFR, PI3K, які 

контролюють ріст та проліферацію клітин [59, 60]. Проліферативну 

активність субліній клітин 4Т1 з різним вмістом Ruk/CIN85 оцінювали 

шляхом побудови кривих росту на основі прямого підрахунку клітин, а 
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також МТТ-тесту. За результатами обох підходів було продемонстровано, 

що надекспресія адаптерного протеїну Ruk/CIN85 призводила до зниження 

як проліферативного потенціалу, так і активності мітохондріальних 

дегідрогеназ, тоді як внаслідок пригнічення експресії Ruk/CIN85 

проліферативна активність клітин 4Т1, навпаки, зростала (рис. 3.2, А, Б). 

Додатково аналізували вміст ядерного антигена проліферації Кі67 (Рис. 

3.2, В, Г). Встановлено, що при пригніченні експресії Ruk/CIN85 у 

клітинах лінії 4Т1 достовірно зростає відсоток Кі67-позитивних клітин у 

культурі, тоді як при надекспресії Ruk/CIN85 кількість Кі67-позитивних 

клітин, навпаки, знижується. 

Клітинна адгезія до позаклітинного матриксу є фундаментальною 

структурно-функціональною необхідністю для метастазування ракових 

клітин за мезенхімним типом, тоді як міграція й інвазія за амебоїдним 

типом переважно не залежить від адгезії [217]. Відомо, що Ruk/CIN85 

може бути залучений до контролю адгезивності клітини, шляхом  його 

взаємодії з компонентами комплексу фокальної адгезії – кіназами FAK і 

Pyk2, та AIP1/Alix [85]. Для оцінки ефекту адаптерного протеїну 

Ruk/CIN85 на адгезивність клітин лінії 4Т1, клітини різних субліній 

висівали у лунки 96-лункового планшета, вкриті Матригелем, колагеном 1 

типу або фібронектином. Через 30 хв неприкріплені клітини відмивали 

ЗФР і зафарбовували ті, які прикріпились. Було встановлено, що клітини з 

надекспресією Ruk/CIN85 мають нижчі показники адгезивності до 

колагену 1 типу і фібронектину у порівнянні з контрольною сублінією 

Mock, проте їх адгезивність до Матригелю не змінюється. Пригнічення 

експресії адаптерного протеїну Ruk/CIN85 у клітинах 4Т1 

супроводжувалась достовірним зростанням їх адгезивності до усіх трьох 

досліджуваних компонентів позаклітинного матриксу у порівнянні з 

контрольною сублінією Scr. Таким чином, отримані результати свідчать 

про негативний зв’язок між вмістом Ruk/CIN85 у клітинах 4Т1 та їх 

адгезивними властивостями (рис. 3.3). 
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Рис. 3.2 Адаптерний протеїн Ruk/CIN85 модулює проліферативну 

активність клітин 4Т1. А – криві росту клітин субклонів 4Т1 з різним вмістом 

Ruk/CIN85, побудовані на основі прямого підрахунку кількості живих клітин. 

Б – Результати МТТ-тесту. В – флуоресцентне імунобарвлення 

проліферативного антигену Ki67 у клітинах субклонів 4T1. Г – відсоток Кі67-

позитивних клітин у досліджуваних сублініях. * - p<0,05 відносно 

відповідного контролю, n=4 

 



90 

 

0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

1,2

1,4

1,6

1,8

А
д

ге
зи

в
н

іс
ть

, 
в
ід

н
о

сн
і 

зн
ач

ен
н

я

Mock RukUp-1 RukUp-2 Scr RukDown

*

*
*

*
*

Матригель Колаген І типу     Фібронектин

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 3.3 Адаптерний протеїн Ruk/CIN85 модулює адгезивність клітин 

лінії 4Т1 до Матригелю, колагену 1 типу та фібронектину. * - p<0,05 

відносно відповідного контролю, n=4 

 

Рухливість клітин 4Т1 різних субліній досліджували за допомогою тесту на 

заростання подряпини. Для цього клітини висівали у чашки Петрі і культивували у 

безсироватковому середовищі з подальшою інкубацією з мітоміцином С (щоб 

мінімізувати ефект проліферації клітин на швидкість міграції) до досягнення ними 

90% конфлюенту, після чого робили подряпину наконечником на 200 мкл. 

Подряпину фотографували одразу після створення, і через 24 год (в тому ж місці), 

після чого розраховували коефіцієнт міграції М за формулою:  

M = (W0-W24)/W0, де  W0 і W24 – ширина подряпини на початку 

експерименту і через 24  год., відповідно.  Таким чином, коефіцієнт міграції 

відображає частку від вихідної ширини подряпини, яку клітини промігрували за 24 

години.  

Було продемонстровано, що клітини субліній з надекспресією Ruk/CIN85 

(RukUp-1 i RukUp-2) характеризуються достовірно вищим міграційним 

потенціалом, аніж контрольні клітини сублінії Mock. Також, показано, що 

рухливість клітин сублінії RukDown достовірно нижча, аніж контрольної сублінії 

Scr (рис. 3.4). 
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Рис. 3.4 Вплив адаптерного протеїну Ruk/CIN85 на рухливість клітин лінії 

4Т1. А – репрезентативні зображення подряпини на момент її створення та через 

24 год; Б – значення коефіцієнта міграції для субліній клітин 4Т1 з різними 

рівнями експресії Ruk/CIN85. * - p<0,05 відносно відповідного контролю, n=4 

 

Для з’ясування ролі адаптерного протеїну Ruk/CIN85 у контролі 

інвазивності клітин лінії 4Т1, використовували тест на інвазію у модифікованій 

камері Бойдена. Ця камера містить напівпроникну мембрану з діаметром пор 8 

мкм, вкриту позаклітинним матриксом, а саме Матригелем, фібронектином чи 

колагеном І типу. Протягом 24 год пухлинні клітини мігрують через таку 

мембрану, після чого їх фіксують та фарбують кристалічним фіолетовим ті 

клітини, які промігрували і опинились на внутрішній стороні вставки. Було 

показано, що при надекспресії  Ruk/CIN85 у клітинах 4Т1 зростала їх здатність до 

інвазії через Матригель, фібронектин та колаген І типу, тоді як пригнічення 

експресії Ruk/CIN85 супроводжувалось значним і достовірним зниженням 

інвазивності клітин 4Т1 через усі три матрикси у порівнянні з контролем (рис. 3.5). 
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Цікаво відзначити, що зазначені особливості інвазії клітин RukUp через різні 

молекули ЕСМ обернено корелюють з їх адгезивними властивостями (див. рис. 3.3). 

Таким чином, одержані результати свідчать про те, що клітини з вищим 

вмістом адаптерного протеїну Ruk/CIN85 характеризуються посиленими 

рухливістю та інвазивністю, а отже, потенційно можуть мати вищий 

метастатичний потенціал. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 3.5 Адаптерний протеїн Ruk/CIN85 модулює інвазивність клітин 4Т1 у 

концентраційно-залежний спосіб. А – репрезентативні зображення клітин, що 

промігрували через мембрану, вкриту Матригелем, фібронектином чи колагеном 

І типу; Б – значення інвазивності для субліній клітин 4Т1 з різними рівнями 

експресії Ruk/CIN85. * - p<0,05 відносно відповідного контролю, n=4 

 

Одним із зв’язувальних партнерів Ruk/CIN85 є нерецепторна 

тирозинкіназа Src, у комплексі з якою Ruk/CIN85 модулює адгезивність і 
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чутливість пухлинних клітин до апоптозу [61, 74, 85, 94]. Для перевірки гіпотези 

про те, чи залежить посилена Ruk/CIN85-індукована рухливість клітин 4Т1 від 

активації Src, ми оцінювали рівень активності цієї кінази за вмістом її 

фосфорильованої форми, а також вплив інгібітора Src РР2 на рухливість клітин 

4Т1 з різними рівнями експресії Ruk/CIN85. Було встановлено, що при 

надекспресії Ruk/CIN85 у клітинах 4Т1 значно (більш ніж у 10 разів) зростає 

вміст активної автофосфорильованої за залишком Y416 форми Src-кінази (рис. 

3.6, А, Б), тоді як застосування інгібітора РР2 достовірно пригнічує рухливість 

контрольних клітин удвічі, а клітин з надекспресією Ruk/CIN85 - у 4 рази (рис. 

3.6, В). Варто зазначити, що раніше на моделі клітин лінії MCF-7 з надекспресією 

Ruk/CIN85 було продемонстровано, що застосування інгібітора Src пригнічує 

активацію кінази Akt [8], що свідчить про важливу роль осі Src/Akt у контролі 

міграції пухлинних клітин.  

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 3.6 Посилення міграції клітин 4Т1 з надекспресією Ruk/CIN85 може 

реалізуватись через активацію кінази Src. А, Б – вміст активної рSrc (А – Вестер-

блот аналіз, Б – денситометричний аналіз блотограми, для нормалізації 

використовували β-актин, В – вплив інгібітора кінази Src РР2 на рухливість 

клітин 4Т1 з різними рівнями експресії Ruk/CIN85. * - p<0,05 відносно сублінії 

Mock, # - p<0,05 відносно відповідних нестимульованих клітин, n=4 

 

Беручи до уваги одержані нами дані про те, що надекспресія Ruk/CIN85 

веде до зростання їх рухливості та інвазивності, на наступному етапі було 

досліджено динаміку міграції та інвазії клітин сублінії RukUp-1 через Матригель 
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за допомогою приладу xCELLigence Real-Time Cell Analyzer (RTCA) DP 

Instrument, оснащеного платою CIM-plate 16. Цей прилад дає можливість 

оцінювати міграцію та інвазію клітин (клітинний індекс) через мембрану плати 

залежно від зміни опору мембрани в реальному часі. Для оцінки інвазії ми 

використовували плати  CIM-plate 16 з мембраною, вкритою Матригелем, а для 

тестів на міграцію не використовували жодного покриття. Окрім цього, було 

використано негативний контроль SF(без сироватки, serum free): у цьому випадку 

у нижню камеру не додавали атрактанта (FCS).  

Динаміку рухливості клітин 4Т1 субліній RukUp-1 та Mock здійснювали 

протягом 24 год, вимірюючи значення клітинного індексу кожні 10-15 хв. 

Приблизно через 1 год для усіх досліджуваних зразків спостерігали незначне 

зростання клітинного індексу, яке відповідало прикріпленню клітин до мембрани 

плати. Через 12 год. починалось зростання клітинного індексу клітин сублінії 

RukUp-1, а через 16 год. – і клітин сублінії Mock. Максимальні значення 

клітинного індексу для клітин Mock не перевищували 0,25 од., тоді як для 

сублінії RukUp-1 – сягали 2,5 од., що свідчить про значно інтенсивнішу міграцію 

клітин 4Т1 з надекспресією Ruk/CIN85 (рис. 3.7, А). Статистичний аналіз значень 

клітинного індексу для досліджуваних субліній здійснювали на 12, 16, 20 і 24 

год. При цьому було показано, що у кожній з обраних часових точок рухливість 

клітин сублінії RukUp-1 була достовірно вищою у порівнянні з контрольними 

клітинами Mock (рис. 3.7, Б). 

Ефективність інвазії через Матригель оцінювали протягом 72 год з кроком 

у 10-15 хв. Як і у випадку з тестами на рухливість, через годину фіксували пік 

клітинного індексу, що відповідав прикріпленню клітин, а вже через 12 годин – 

старт інвазії. Для обох досліджуваних субліній спостерігали доволі плавне 

зростання клітинного індексу в часі з виходом на плато приблизно через 48 год. 

Максимальні значення клітинного індексу для сублінії Mock становили 1,2 од., а 

для клітин сублінії RukUp-1 були значно вищими і досягали 4,5 (рис. 3.8, А). Для 

статистичного аналізу було обрано часові точки 12, 24, 36, 48, 60 та 72 год. На 12 

та 24 год статистично достовірних відмінностей у значеннях клітинного індексу 
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для субліній RukUp-1 та Mock виявлено не було, проте починаючи з 36 год і до 

кінця експерименту, значення клітинного індексу для сублінії RukUp-1 були 

достовірно вищими, аніж для сублінії Mock (рис. 3.8, Б). 

Таким чином, отримані нами результати демонструють, що надекспресія 

адаптерного протеїну Ruk/CIN85 у аденокарциномних клітинах лінії 4Т1 веде до 

значного зростання інтенсивності міграції через напівпроникну мембрану та 

інвазії через шар Матригелю. В той же час, аналіз кривих міграції та інвазії 

показав, що час початку інвазії/міграції та виходу на плато не залежить від вмісту 

Ruk/CIN85 у клітинах лінії 4Т1 [218]. 

Результати експериментальних досліджень, представлені у даному 

розділі дисертаційної роботи, засвідчили, що надекспресія адаптерного 

протеїну Ruk/CIN85 у клітинах лінії 4Т1 супроводжується зниженням їх 

проліферативного потенціалу та адгезивності, тоді як пригнічення експресії 

Ruk/CIN85, навпаки, веде до посилення проліферації і адгезії. На моделі 

клітин аденокарциноми грудної залози людини лінії MCF-7 було одержано 

подібні результати: клітини MCF-7 з надекспресією Ruk/CIN85 

проліферують повільніше, аніж контрольні клітини, а також зростає кількість 

живих неприкріплених клітин у культурі, що свідчить про їх знижену 

адгезивність [218]. Відомо, що взаємодія Ruk/CIN85 з AIP1/Alix пригнічує 

формування комплексу фокальної адгезії [85], і, таким чином, може 

знижувати адгезивність клітин. За даними літератури, низька адгезивність 

пухлинних клітин може бути ознакою «швидкого» амебоїдного типу міграції 

цих клітини, на відміну від «повільного» мезенхімного [219]. Окрім цього, 

було показано, що низькоадгезивні клітини раку грудної залози та товстої 

кишки характеризуються високою туморогенністю, підвищеними рівнями 

експресії маркерів ЕМП  та проявляють ознаки ракових стовбурових клітин 

[220].  

Також, з даних літератури відомо, що пухлинні клітини різного 

походження, зокрема гліоми [221], меланоми [222], карциноми товстої кишки 

[223], грудної залози [224] можуть перебувати у стані рівноваги між двома 
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альтернативними станами – проліферативним та інвазивним. Гіпотеза про 

дихотомію між цими двома стратегіями поведінки пухлинних клітин була 

також підтверджена за допомогою методів біоінформатики [225, 226]. 

Ймовірно, надекспресія Ruk/CIN85 «перемикає» клітини лінії 4Т1 з 

проліферативного стану в інвазивний, тоді як клітини з пригніченою 

експресією Ruk/CIN85 перебувають у проліферативному низькоінвазивному 

стані.  

 

 

 

 

Рис. 3.7 Динаміка міграції клітин 4Т1 з різним вмістом адаптерного 

протеїну Ruk/CIN85. А – Криві міграції, Б – Статистичний аналіз міграційної 

активності на 12, 16, 20 і 24 год, * - р<0,05 у порівнянні з контрольною 

сублінією Mock, n=3 

 

Окрім зниженого проліферативного потенціалу та адгезивності, 

клітини лінії 4Т1 з надекспресією Ruk/CIN85 характеризуються підвищеною 

рухливістю та інвазивністю, а пригнічення експресії Ruk/CIN85, навпаки, 

веде до втрати цих властивостей. Отримані нами результати узгоджуються з 

даними, отриманими на інших моделях. Так, при надекспресії 

повнорозмірної форми Ruk/CIN85 у клітинах раку грудної залози людини 

лінії MCF-7 підвищується рухливість цих клітин. Одночасно, вони стають 

меншою мірою залежні від дії EGF, аніж контрольні клітини [8]. На іншій 

моделі раку грудної залози людини, клітинній лінії MDA-MB-231, показано, 
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що пригнічення експресії Ruk/CIN85 за допомогою специфічних 

інтерферуючих РНК, навпаки, супроводжується зниженням як рухливості, 

так і інвазивності через Матригель [99, 227]. Зв’язувальними партнерами 

адаптерного протеїну Ruk/CIN85 є компоненти інвадоподій – спеціалізованих 

випинань плазматичної мембрани клітини, збагачені на актин, які беруть 

участь в інвазії та метастазуванні пухлинних клітин. Показано, що взаємодія 

Ruk/CIN85 з ASAP1/AMAP1 є необхідною для інвазивності клітин раку 

грудної залози людини лінії MDA-MB-231 [99]. Аналіз зв’язувальних 

партнерів SH3 доменів Ruk/CIN85 виявив і інші компоненти інвадоподій, з 

якими може взаємодіяти Ruk/CIN85 – це N-WASP, WIP, Tks4 і Dynamin 2 [61, 

72]. Припусткається, що Ruk/CIN85 може контролювати рухливість та 

інвазивність шляхом регулювання динаміки актинового цитоскелету за 

рахунок взаємодії з F-актином [70] та актин-зв’язувальними протеїнами 

p130Cas [63], кортактином [88] і CAPZ [89].  

За результатами наших досліджень, одним із ключових механізмів, 

який може забезпечувати значне посилення міграційної активності та 

інвазивного потенціалу клітин 4Т1 RukUp-1, є високий рівень активності 

кінази Src. Надекспресію Src виявлено в пухлинах різного тканинного 

походження, таких як гепатоцелюлярна карцинома, карцинома підшлункової 

залози, шлунка, стравоходу, грудної залози, яєчників, легені [228]. Src 

контролює проліферацію, адгезію, інвазію і рухливість клітин шляхом 

фосфорилювання і, як наслідок, модулювання активності великої кількості 

субстратів, включаючи ключові компоненти комплексу фокальної адгезії 

(вінкулін, кортактин, таллін, паксилін, FAK, тензин, езрин і p130Cas), 

протеїни клітинних контактів (β - і γ-катенін, ZO-1, окклюдин, катенін p120, 

коннексин 43, нектин-2), ензими, що беруть участь у метаболізмі 

фосфоліпідів, (PLC-γ, субодиниця p85 PI3-кінази) і сигнальні молекули 

(p190RhoGAP, p120RasGAP Eps8) [229]. Експериментальні дані свідчать, що 

використання інгібітора Src РР2 пригнічує рухливість, інвазивність та ЕМТ у 

потрійно-негативних клітинах раку грудної залози [230]. 
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Рис. 3.8 Динаміка інвазії через Матригель клітин 4Т1 з різним вмістом 

адаптерного протеїну Ruk/CIN85. А – Криві інвазії, Б – Статистичний аналіз 

міграційної активності на 12, 24, 36, 48, 60 і 72 год, * - р<0,05 у порівнянні з 

контрольною сублінією Mock, n=3 

 

3.3 Аналіз рівнів експресії генів, залучених до контролю ЕМТ в клітинах 4Т1, 

залежно від рівня експресії адаптерного протеїну Ruk/CIN85 методами 

кількісної RT-PCR, імунофлуоресцентної мікроскопії та Вестерн-блот аналізу 

Інвазія і метастазування пухлинної клітини супроводжуються епітелійно-

мезенхімним переходом (ЕМТ), для якого властиві пригнічення експресії 
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«епітелійних» генів – тих, які забезпечують апікально-базальну полярність, 

міжклітинні контакти тощо, і індукція експресії «мезенхімних» генів, 

відповідальних за зміну форми клітини, підвищення рухливості та здатності до 

деградації елементів позаклітинного матриксу [151]. Одними з основних 

маркерів ЕМТ є втрата епітелійного протеїну Е-кадгерину, який є компонентом 

міжклітинних контактів епітелію, та зростання вмісту віментину - протеїну 

проміжних філаментів мезенхімних клітин. Ці маркери були обрані для 

первинного аналізу ролі адаптерного протеїну Ruk/CIN85 у розвитку ЕМТ у 

аденокарциномних клітинах лінії 4Т1. Вестерн-блот аналіз з використанням 

антитіл проти віментину, Е-кадгерину і β-актину як протеїну для нормалізації 

(рис. 3.9, А) показав, що сублінії клітин 4Т1 з надекспресією Ruk/CIN85 

характеризуються зростанням вмісту віментину та зниженням вмісту Е-

кадгерину, тоді як пригнічення експресії Ruk/CIN85 вело до посилення 

експресії епітелійного маркера Е-кадгерину і втрати мезенхімного протеїну 

віментину. Експресію мРНК генів віментину Vim та Е-кадгерину Cdh1 

оцінювали за допомогою ПЛР в реальному часі з використанням Gapdh як 

референтного гена. Було встановлено, що рівень експресії віментину достовірно 

зростає у клітинах 4Т1 з надекспресією Ruk/CIN85 в 11 разів у порівнянні з 

контролем, а за умов пригнічення цього адаптера – знижується удвічі. Для Е-

кадгерину було продемонстровано зворотну залежність: його рівень експресії у 

сублінії RukUp-1знижувався у 5 разів (рис. 3.9, Б). Результати 

імунофлуоресцентного барвлення клітин 4Т1 з різним вмістом Ruk/CIN85 (рис. 

3.9, В) загалом узгоджуються із даними ПЛР в рельному часі і Вестерн-блот 

аналізу. Було показано, що інтенсивність сигналу для Е-кадгерину була 

відносно низькою в контрольних клітинах Mock і Scr, тоді як відповідний 

сигнал в клітинах RukUp-1 за умов експерименту виявити не вдалось. 

Встановлено, що E-кадгерин локалізується в ділянках міжклітинних контактів у 

клітинах RukDown з вираженим епітелійним фенотипом, що відображено 

посиленням барвлення мембрани. Висока інтенсивність барвлення на віментин 

була характерною для клітин RukUp-1 зі змішаним амебоїдно-мезенхімним 
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фенотипом, особливо в ділянках подовження клітин. Крім того, невеликі за 

розміром поліморфні ядра клітин RukUp-1 були ще одним доказом їх 

амебоїдної природи [125, 166, 174].  

Культура клітин, як і пухлина, є гетерогенним системним утворенням і 

складається з різних за своїми властивостями субпопудяцій. Для того, щоб 

перевірити гіпотезу про те, що вища інвазивність пухлинних клітин корелює із 

вищим вмістом адаптерного протеїну Ruk/CIN85, було одержано дві 

високоінвазивні субпопуляції клітин 4Т1. Для цього клітини 4Т1 WT, які 

проінвазували через шар Матригелю у камері Бойдена, відкріплювали від 

мембрани розчином ЕДТА з наступним пропагуванням у культурі. Так було 

отримано сублінію М1. На основі неї таким же чином отримали високоінвазивну 

сублінію клітин 4Т1 М2. За результатами Вестерн-блот аналізу, обидві 

високоінвазивні сублінії, М1 та М2, характеризувались вищим вмістом 

Ruk/CIN85 у порівнянні з вихідними клітинами. Зниження в клітинах М1 та М2 

вмісту Е-кадгерину та зростання вмісту віментину свідчить про більш виражений 

ЕМТ, аніж у загальній популяції клітин 4Т1 (рис. 3.10). Такі результати доводять, 

що між рівнем експресії Ruk/CIN85 та ЕМТ є регуляторна взаємозалежність: 

адже, з одного боку, надекспресія Ruk/CIN85 супроводжується посиленням ЕМТ, 

а з іншого – пухлинні клітини з підвищеною інвазивністю та ознаками ЕМТ 

характеризуються вищим вмістом Ruk/CIN85. 

Таким чином, за допомогою експериментальних підходів, нами було 

продемонстровано, що надекспресія адаптерного протеїну Ruk/CIN85 

супроводжується зростанням рівня експресії та вмісту віментину і 

пригніченням Е-кадгерину. І, навпаки, down-регулювання Ruk/CIN85 веде до 

зростання вмісту Е-кадгерину і пригнічення віментину. Також, було одержано 

субпопуляцію клітин лінії 4Т1, які характеризуються підвищеною інвазивністю 

через Матригель, що корелює з вираженістю молекулярних ознак ЕМТ і вищим 

вмістом Ruk/CIN85. Віментин – це протеїн проміжних філаментів класу ІІІ, 

виявлений в мезенхімних клітинах різного походження. З даних літератури 

відомо, що віментин бере участь у дозріванні комплексу фокальної адгезії, 
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регулює організацію цитоскелету, і в такий спосіб контролює форму клітини, 

адгезивність, стимулює рухливість пухлинних клітин in vitro [231, 232]. На 

зразках первинних пухлин грудної залози людини було продемонстровано, що 

високий рівень експресії віментину спостерігається у більш ніж 50% випадків 

карциноми грудної залози, корелюючи з пізніми стадіями розвитку пухлини, 

наявністю метастазів у лімфовузлах, HER2+ статусом, рецидивами 

захворювання та метастазами [233]. Для випадків тричі негативного раку 

грудної залози (triple-negative breast cancer,TNBC), високий рівень експресії 

віментину асоційований з високим ядерним показником (nuclear grade) і, 

відповідно, низьким рівнем диференціювання, високим рівнем експресії Кі67 та 

поганим прогнозом для пацієнта, особливо стосовно виживаності без рецидивів 

та загальної виживаності [234]. Е-кадгерин – це молекула клітинної адгезії, яка 

забезпечує формування міжклітинних контактів і є характерною для 

диференційованих епітелійних клітин. Високий рівень експресії Е-кадгерину 

асоційований з відсутністю метастазів у лімфовузлах і дистантних метастазів, 

тоді як пригнічення чи втрата експресії Е-кадгерину є ознакою агресивних 

пухлин і супроводжується посиленням інвазивності, наявністю метастазів у 

лімфовузлах і дистантних органах [235-237].  Отже, одержані результати 

свідчать про те, що підвищений рівень експресії адаптерного протеїну 

Ruk/CIN85 може стимулювати ЕМТ у клітинах раку грудної залози.  

Зважаючи на зв’язок між рівнем експресії адаптерного протеїну Ruk/CIN85 

у клітинах лінії 4Т1 та вмістом основних маркерів ЕМТ віментину та Е-

кадгерину, на наступному етапі було проаналізовано рівні експресії мРНК низки 

генів, залучених до регулювання ЕМТ. Серед класичних індукторів ЕМТ 

виділяють низку ТФ (так званих ключових регуляторів ЕМТ, від англ. “master 

regulators of EMT”), які індукують експресію мезенхімних маркерів та 

пригнічують експресію епітелійних маркерів. До них належать, наприклад, Zeb1, 

Zeb2, Snai1, Twist1. Було продемонстровано, що при надекспресії Ruk/CIN85 у 

клітинах 4Т1 зростають рівні експресії вказаних ТФ, тоді як пригнічення 

Ruk/CIN85 веде до зниження рівнів експресії цих ТФ. Було проаналізовано також 
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рівні експресії ТФ Klf17 та Myb і встановлено негативну залежність між вмістом 

Ruk/CIN85 у клітинах 4Т1 і рівнями експресії цих ТФ (рис. 3.11).  

 

 

 

 

 

Рис. 3.9 Адаптерний протеїн Ruk/CIN85 модулює вміст і експресію 

маркерів ЕМТ (Е-кадгерину та віментину) у клітинах 4Т1 залежно від рівня 

його експресії. А - вміст, Б - рівні експресії мРНК та В - імунофлуоресцентне 

барвлення віментину та Е-кадгерину. * - p<0,05 відносно відповідного 

контролю, n=4 

 

 

 

 

 

Рис. 3.10 Адаптерний протеїн Ruk/CIN85 необхідний для 

підтримання високоінвазивного ЕМТ-індукованого стану. А – Вестерн-

блот аналіз вмісту Ruk/CIN85, віментину та Е-кадгерину у 

високоінвазивній субпопуляції клітин 4Т1, Б – Денситометричний аналіз 

результатів Вестерн-блот аналізу 
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Аналіз рівнів експресії генів, які контролюють адгезію клітини, 

показав, що експресія протеїну щільних контактів Tjp1, Icam1, фібронектину 

1 Fn1, інтегрину β1 Itgb1, кофіліну 1  Cfl1 знижується у клітинах 4Т1 з 

надекспресією Ruk/CIN85, тоді як пригнічення експресії Ruk/CIN85 мало 

протилежні наслідки (рис. 3.12). Цікаво зазначити, що ці дані узгоджуються з 

одержаними результатами про негативну кореляцію між адгезивністю клітин 

лінії 4Т1і рівнем експресії в них Ruk/CIN85 (див. рис. 3.3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 3.11 Адаптерний протеїн Ruk/CIN85 модулює експресію 

транскрипційних факторів, залучених до контролю ЕМТ, у клітинах 4Т1. * - 

p<0,05 відносно відповідного контролю, n=4 

 

Пухлино-асоційоване запалення є необхідним чинником метастазування 

[238]. Тому на наступному етапі було здійснено оцінку рівнів експресії 

медіаторів запалення у клітинах 4Т1 з різними рівнями експресії адаптерного 

протеїну Ruk/CIN85, а саме інтерлейкінів Il1a, Il6, фактора некрозу пухлин 

(Tnf), цитокінів Ccl2, Cxcl5, секреторного протеїну ліпокаліну-2 (Lcn2). Було 

встановлено, що при надекспресії Ruk/CIN85 достовірно зростають рівні 

експресії прозапальних цитокінів Il1a та Il6, хемокіна Cxcl5, і Lcn2, та 

знижуються рівні експресії Tnf та Ccl2. Пригнічення експресії Ruk/CIN85 

супроводжується протилежними ефектами (рис. 3.13). 
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Рис. 3.12 Адаптерний протеїн Ruk/CIN85 модулює експресію молекул 

адгезії у клітинах 4Т1. * - p<0,05 відносно відповідного контролю, n=4  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 3.13 Адаптерний протеїн Ruk/CIN85 модулює експресію генів, 

залучених до контролю запалення й імунної відповіді, у клітинах 4Т1. * - 

p<0,05 відносно відповідного контролю, n=4 

 

ЕМТ призводить до індукування в карциномних клітинах експресії 

протеїназ, скерованих на розщеплення компонентів позаклітинного матриксу, 

що полегшує інвазію пухлинних клітин. Методом ПЛР в реальному часі було 

проаналізовано рівні експресії мРНК ензимів, залучених до перицелюлярного 
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протеолізу, у клітинах 4Т1 з різним вмістом адаптерного протеїну Ruk/CIN85 

(рис. 3.14). Було продемонстровано, що високоінвазивна сублінія 4T1 RukUp-1 

характеризується зниженням експресії низки ензимів, що беруть участь у 

деградації позаклітинного матриксу, а саме металопротеїназ Mmp2, Mmp9 та 

мембрано-асоційованої Mmp14, а також катепсину D Ctsd, тоді як в клітинах з 

пригніченням Ruk/CIN85 спостерігається зростання рівня експресії генів 

зазначених протеїназ. Профілювання експресії низки протеїназ дозволяє 

зробити висновок, що надекспресія Ruk/CIN85 веде до пригнічення 

перицелюлярного протеолізу, що потенційно може свідчити про амебоїдний, а 

не мезенхімний тип міграції цих клітин. Аналіз рівня експресії компонентів 

системи активації плазміногену показав, що при надекспресії Ruk/CIN85 

зростає рівень експресії урокінази Plau та її інгібітора PAI-1 Serpine1 та 

знижується рівень експресії рецептора до урокінази Plaur, тоді як клітини 4Т1 зі 

зниженою експресією Ruk/CIN85 мають протилежні характеристики.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 3.14 Адаптерний протеїн Ruk/CIN85 модулює експресію генів, 

залучених до деградації ЕСМ. * - p<0,05 відносно відповідного контролю, n=4 

 

В даній дисертаційній роботі вперше було охарактеризовано зміни 

транскриптому, асоційовані з ЕМТ, залежно від рівня експресії адаптерного 

протеїну Ruk/CIN85. Було виявлено, що за умов надекспресії Ruk/CIN85 у 

клітинах лінії 4Т1 достовірно зростають рівні експресії ключових 
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транскрипційних факторів, що контролюють ЕМТ – Twist1, Snai1, Zeb1/2, а 

down-регулювання Ruk/CIN85, навпаки, веде до пригнічення експресії цих 

генів. З даних літератури відомо, що транскрипційний фактор Zeb1 є ключовим 

репресором Е-кадгерину і забезпечує ЕМТ [239]. Також, Zeb1 індукує 

експресію та продукування VEGF у клітинах раку грудної залози за участі 

сигнальних шляхів, залежних від РІ3К і р38/МАРК, а також посилює ангіогенез 

і туморогенез in vivo [240]. Twist належить до класу А базових helix-loop-helix-

вмісних транскрипційних факторів. Експресія Twist в пухлинах грудної залози 

асоціюється з високою агресивністю, посиленим ангіогенезом, метастазуванням 

[241, 242] та формуванням гормоно-резистентного, негативного за 

естрогеновим рецептором, статусу [243]. Підвищена експресія Twist у 

первинних пухлинах грудної залози є маркером швидкого росту пухлини, 

наявності метастазів у лімфовузлах та високого ядерного показника (nuclear 

grade), що є ознакою дедиференціювання пухлинних клітин  [244]. Аналіз 

експресії генів, які індукуються надекспресією Twist у низькоінвазивних 

клітинах грудної залози людини лінії MCF-7 та первинних пухлинах людини 

виявив, що переважна кількість Twist-залежних генів, які необхідні для 

метастазування in vivo, експресувались також і на моделі in vitro. Було 

встановлено, що Twist активує сигнальні шляхи GTP-ази Rho, IL-6 та 

JAK/STAT [245], які контролюють процеси міграції, інвазії, ангіогенезу та 

проліферації пухлинних клітин. ТФ з родини SNAIL контролюють адгезивність, 

форму клітини, а також її виживаність та проліферацію [246]. Показано, що 

експресія Snail1 та Slug посилює стійкість як пухлинних, так і нормальних 

клітин на етапі ембріогенезу до апоптозу [247, 248]. 

Цікавими виявились експериментальні дані про те, що рівень експресії  

Ruk/CIN85 негативно корелює із експресією ТФ Klf17 і Myb. Klf17  функціонує 

як негативний регулятор ЕМТ та інвазивності пухлинних клітин. Він пригнічує 

експресію Id1, який, у свою чергу, підтримує недиференційований стан 

пухлинних клітин. На моделі клітин 4Т1 було показано, що експресія Klf17 веде 

до зниження метастатичного потенціалу цих клітин, тоді як пригнічення 
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експресії Klf17, навпаки, супроводжується ЕМТ, посиленням інвазії та 

метастазування в легені [249]. Myb був виявлений як проонкоген. Проте, на 

сьогодні відомо, що його роль у функціонуванні пухлинних клітин 

неоднозначна. На ER
+ 

клітинах раку грудної залози лінії MCF-7 показано, що у 

відповідь на стимуляцію TGFβ, Myb стимулює ЕМТ у цих клітинах, а також 

інвазивність та здатність до росту в неприкріпленому стані, що свідчить про 

зростання агресивності клітин MCF-7 [250]. З іншого боку, надекспресія Myb у 

тричі негативних клітинах лінії 4Т1 супроводжується пригніченням колонізації 

легені та метастазування [251]. 

З огляду на знижену адгезивність клітин 4Т1 RukUp-1, очікуваним було 

встановлення негативного ефекту Ruk/CIN85 на експресію  генів, які 

контролюють адгезивність клітин, що може свідчити про залученість цього 

адаптерного протеїну до мезенхімно-амебоїдного/амебоїдно-мезенхімного 

переходів. Ми не виявили достовірних змін в експресії TGFβ в клітинах з 

різним вмістом Ruk/CIN85. Водночас, відомо, що Ruk/CIN85 збільшує 

тривалість експозиції рецептора до TGFβ на мембрані клітини, і таким чином 

індукує більш пролонговане TGFβ-залежне сигналювання, що супроводжується 

фосфорилюванням МАРК р38, зростанням експресії фібронектину і Snail, 

зниженням експресії Е-кадгерину, що в комплексі веде до зростання рухливості 

пухлинних клітин [87]. TGFβ – це ключовий індуктор ЕМТ в карциномних 

клітинах. Залежне від TGFβ сигналювання веде до активації Snail, Twist, 

ZEB1/2 транскрипційних факторів, і як наслідок – індукції мезенхімних 

маркерів і репресії епітелійних [252].  

Нами було виявлено потужне посилення експресії ліпокаліну-2 (Lcn-2) у 

клітинах сублінії RukUp-1 і значне пригнічення експресії цього гена в клітинах 

RukDown. Ліпокаліни – це невеликі позаклітинні протеїни, які зв’язують 

ліпофільні ліганди і транспортують їх до рецептора. Лігандами ліпокалінів 

можуть бути ретиноєва кислота, прогестерон і простагландини [253]. Окрім 

того, є дані про залучення ліпокалінів до синтезу і дозрівання позаклітинних 

ензимів, ангіогенезу, імуномодулювання [254, 255]. Показано, що ліпокалін-2 



108 

 

(інша назва – NGAL, neutrophil gelatinase-assicated lipocalin) взаємодіє з ММР-9 і 

захищає її від автодеградації [256]. Ліпокалін-2 залучений до прогресії раку 

грудної залози: його вміст у крові зростає у мишей з пухлиною і порівнянні зі 

здоровими тваринами [257], а в людини його вміст корелює з ER
-
 статусом, 

наявністю метастазів і поганою виживаністю [258]. Янг та співавтори показали, 

що ліпокалін-2 може індукувати ЕМТ в низькоінвазивній лінії карциноми 

грудної залози людини MCF-7, що супроводжується посиленими інвазією та 

метастазуванням в лімфовузли [259, 260]. Ймовірно, така потужна стимуляція 

експресії Lcn-2 у клітинах 4Т1 при надекспресії Ruk/CIN85 може бути одним із 

механізмів посилення агресивності цих клітин. 

Окрім Lcn-2, ми виявили зростання експресії Il-1, Il-6, та Cxcl5 у клітинах 

4Т1 сублінії RukUp-1, що свідчить про прозапальний фенотип цих клітин, і 

пригнічення експресії вказаних генів в клітинах сублінії RukDown. Запалення, 

зокрема продукування Il-6, може бути індуктором ЕМТ в карциномних 

клітинах [261], а хронічне запалення є фактором ризику для розвитку багатьох 

типів раку, в тому числі й раку грудної залози, легені, товстої кишки, меланоми 

[262]. Показано, що продукування Il-6 та Il-8 може стимулюватись у залежний 

від Zeb2 спосіб, що супроводжується прогресією раку грудної залози [263]. 

Аналіз експресії генів, що кодують ензими деградації ЕСМ, показав, що 

клітини 4Т1 сублінії RukUp-1 характеризуються пригніченням експресії MMP-

2, ММР-9 і катепсину D, і, ймовірно, пригніченим перицелюлярним 

протеолізом. Хоча ці ензими відіграють важливу роль для інвазії багатьох типів 

пухлин [264, 265], проте внаслідок активації програми мезенхімно-амебоїдного 

переходу пухлинна клітина може залучати альтернативний спосіб міграції, 

амебоїдний, який не потребує розщеплення компонентів ЕСМ і при цьому є на 

порядок ефективнішим за мезенхімну міграцію [166, 167]. З даних літератури 

відомо, що застосування інгібіторів металопротеїназ, наприклад, Іломастату, з 

метою пригнічення метастазування пухлини, може індукувати Rho-залежне 

сигналювання і амебоїдний тип міграції [266]. Ймовірно, клітини сублінії 

RukUp-1 мають ознаки як мезенхімного, так і амебоїдного типу міграції, про що 
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свідчать пригнічення адгезивності, округла форма клітини, пригнічення 

експресії протеолітичних ензимів разом з посиленою експресією віментину та 

індукцією ЕМТ. Цікаво, що клітини сублінії RukDown мають пригнічену 

інвазивність, хоча експресія MMP-2, ММР-9 і катепсину D в цих клітинах 

зростає. З даних літератури відомо, що як наслідок активації металопротеїназ 

можуть утворюватись ангіостатини, які пригнічують інвазивність і ангіогенез 

пухлинних клітин [267]. Матриксні металопротеїназ можуть пригнічувати 

метастазування і за іншими механізмами: ММР-2, наприклад, залучена до 

репарації судин і пригнічення екстравазування [268].  

Результати проведених досліджень дозволяють зробити висновок, що 

адаптерний протеїн Ruk/CIN85 модулює експресію ключових транскрипційних 

факторів, що регулюють диференціювання, рухливість та інвазивність 

пухлинної клітини, молекул адгезії, запалення, ремоделювання і деградації 

позаклітинного матриксу, і, як наслідок, функціонує як регулятор процесів 

ЕМТ/МЕТ, які лежать в основі контролю інвазивності та метастазування 

пухлиних клітин. 

 

3.4 Дослідження біохімічних та молекулярних маркерів МАТ/МЕТ 

(активностей металопротеїназ і лізилоксидази, продукування 

ангіостатинів та особливостей організації актинового цитоскелету) в 

клітинах 4Т1 з різним рівнем експресії Ruk/CIN85 

Епітелійно-мезенхімний перехід веде до набуття пухлинними клітинами 

рухливого фенотипу, характерними рисами якого є втрата міжклітинних 

контактів та апікально-базальної полярності, зростання адгезивності до молекул 

позаклітинного матриксу та посилення позаклітинного протеолізу. Однак, 

пухлинна клітина, завдяки властивій їй пластичності, може здійснювати перехід 

до амебоїдного типу, який характеризується більшою ефективністю, втратою 

контактів з елементами позаклітинного матриксу, пригніченням позаклітинного 

протеолізу, перебудовами актинового цитоскелету (появи т.зв. кортикального 

актинового кільця, англ. – cortical actin ring та специфічних вип’ячувань, англ. – 
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blebs) та підвищеною активністю малих GTP-аз родини Rho [167]. Одержані нами 

попередні результати стосовно округлої форми клітин сублінії RukUp-1, їх 

зниженої адгезивності та інгібування перицелюлярного протеолізу, наштовхнуло 

на гіпотезу про те, що ці клітини можуть мігрувати за амебоїдним типом [166, 174]. 

Для того, щоб перевірити, чи відповідають зміни в експресії 

металопротеїназ ММР-2 і ММР-9 рівню їх активності, ми оцінювали 

желатинолітичну активність у кондиційованому середовищі клітин 4Т1 з різним 

вмістом Ruk/CIN85. Було встановлено, що активності ММР-2 та ММР-9, як і їх 

експресія, достовірно знижуються у клітинах сублінії RukUp-1, та зростає у 

клітинах сублінії RukDown (рис. 3.15, А), що корелює з результатами ПЛР в 

реальному часі. Ці дані засвідчують, що клітини RukUp-1 переважно не 

залучають активності MMP-2 і MMP-9 для деградації позаклітинного матриксу. 

Щоб підтвердити припущення про амебоїдну морфологію клітин RukUp-1, 

ми забарвили ці клітини TRITC-фалоїдином для візуалізації актинового 

цитоскелету. За результатами конфокальної мікроскопії, клітини RukUp-1, які 

зазнали округлення, одночасно набули ознак, необхідних для підтримання 

амебоїдної рухливості, включаючи формування кортикального F-актинового 

кільця та мембранних вип’ячувань - блебів (рис. 3.15, Б). 

Для амебоїдного типу інвазії характерне також зростання активності 

лізилоксидази – ензиму, який каталізує утворення зшивок між залишками лізину 

у молекулах колагену та еластину, що полегшує рух пухлинних клітин між 

волокнами позаклітинного матриксу [269]. Аналіз рівнів експресії Lox та ще 

одного представника родини лізилоксидаз, Loxl2 (Lox-like 2), яка асоційована з 

посиленим метастазуванням клітин раку грудної залози [270], показав, що рівень 

експресії Lox позитивно корелює із рівнем експресії Ruk/CIN85 у клітинах 

RukUp-1, тоді як рівень експресії Loxl2 достовірно знижується за умов 

пригнічення експресії Ruk/CIN85 в клітинах RukDown (рис. 3.15, В). Зміни у 

рівні експресії LOX в клітинах з надекспресією Ruk/CIN85 узгоджуються з 

підвищенням активності ензиму у кондиційованому середовищі порівняно з 

контрольними значеннями (рис. 3.15, Г). 
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Рис.3.15 Адаптерний протеїн Ruk/CIN85 модулює прояв ознак, 

асоційованих з амебоїдним типом міграції й інвазії. А – желатинова зимографія 

матриксних металопротеїназ MMP-2 та MMP-9 у кондиційованому середовищі 

клітин 4Т1 з різним вмістом адаптерного протеїну Ruk/CIN85. Б - 

Флуоресцентне барвлення актинового цитоскелету клітин сублінії RukUp-1 

TRITC-фалоїдином. Ядра забарвлювали DAPI. Білими стрілками вказано 

актинове кільце та вип’ячування мембрани. В – рівні експресії мРНК 

лізилоксидаз Lox і Loxl2. Г – лізилоксидазна активність в кондиційованому 

середовищі клітин субліній 4Т1. * - p<0,05 відносно відповідного контролю, n=4 

 

Таким чином, нами продемонстровано, що поряд з пригніченням 

експресії, у клітинах 4Т1 з надекспресією Ruk/CIN5 пригнічується і 

активність матриксних металопротеїназ ММР-2 і ММР-9. В сучасній 

літературі нагромаджуються дані, що свідчать про роль ММР-2/ММР-9 у 

процесі протеолізу плазміногену з утворенням ангіостатинів (крингл-вмісних 

фрагментів плазміногену), які можуть функціонувати як інгібітори 

ангіогенезу та росту пухлин in vitro та in vivo [271, 272]. Щоб перевірити 

існування таких складних регуляторних взаємовідносин між зазначеними 
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компонентами в клітинах 4T1 з підвищеною або пригніченою експресією 

Ruk/CIN85, ми проаналізували кондиційоване середовище та клітинні лізати 

Вестерн-блот-аналізом з використанням кролячих поліклональних антитіл до 

плазміногену, які розпізнають плазміноген, а також його вкорочені 

фрагменти, ангіостатини [210] (рис. 3.16, А). Виявлено, що смуга з 

молекулярною масою 50 кДа, що відповідає ангіостатину K1-4.5, виявляється 

тільки в клітинних лізатах, але не в кондиційованому середовищі, що 

свідчить про фізичну взаємодію протеїну з поверхнею клітини. Вміст 

ангіостатину був більш ніж у два рази вищим у клітинах RukDown і значно 

нижчим в клітинах RukUp-1 у порівнянні з відповідними контролями. 

Плазміноген виявляли переважно у кондиційованому середовищі, а в 

клітинних лізатах його вміст був значно нижчим. Найменший вміст 

плазміногену, попередника ангіостатину, було виявлено в кондиційованому 

середовищі клітин RukDown, тоді як в кондиційованому середовищі клітин 

RukUp-1 його вміст був у два рази вищим порівняно з контрольними 

значеннями. Таким чином, підвищене продукування ангіостатину(ів) у 

клітинах RukDown позитивно корелювало з вищою активністю як ММР-9, 

так і ММР-2, порівняно з клітинами RukUp-1. 

Для оцінки впливу фрагментів плазмін(оген)у K1-3 (що містить крингл-

вмісні фрагменти 1-3) та К5 (що містить крингл-вмісний фрагмент 5) на 

інвазивність викокоінвазивної сублінії 4Т1 RukUp-1 використовували тест на 

інвазію через Матригель у модифікованій камері Бойдена. 

Продемонстровано, що як  K1-3, так і К5 достовірно знижують приблизно 

удвічі ефективність інвазії через Матригель у порівнянні з контрольними 

клітинами RukUp-1 (рис. 3.16, Б, В).  

Для того, щоб виявити, яка саме ланка позаклітинного протеолізу 

залучена до утворення ангіостатинів, було використано інгібітор 

металопротеїназ GM6001, інгібітор серинових протеїназ 

паранітрофенілгуанідинбензоат (pNFGB), та їх комбінацію (рис. 3.16, Г, Д). 

Встановлено, що при додаванні GM6001 до клітин низькоінвазивної сублінії 
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4Т1 RukDown їх інвазивність зростала у 1,5 рази у порівнянні з контролем, 

що свідчить про поненційну роль металопротеїназ у контролі інвазивності 

через продукування ангіостатинів. При дії інгібітора серинових протеїназ 

спостерігали достовірне зниження інвазивності майже вдвічі. При сумісній 

дії обох інгібіторів інвазивність клітин сублінії 4Т1 RukDown знижувалась 

незначно, проте достовірно.  

Таким чином, серинові протеїнази, як важливі компоненти 

ремоделювання ECM і регулятори динамічних змін в адгезивності, можуть 

відігравати взаємодоповнюючу роль(і), разом з матриксними 

металопротеїназами, у забезпеченні функціонального стану регуляторної 

мережі, необхідної для пригнічення міграційного та інвазивного потенціалу 

клітин 4T1. 

Разом із пригніченням експресії та активності ензимів ремоделювання і 

деградації ЕСМ у клітинах сублінії RukUp-1, ми виявили зростання рівня 

експресії Lox і Loxl2 та активності лізилоксидази в цих клітинах. LOX – це 

позаклітинна мідь-вмісна амінооксидаза, що каталізує процес окисного 

дезамінування залишків лізину і формування ковалентних зшивок у 

протеїнах сполучної тканини – колагені та еластині [273]. Експериментальні і 

клінічні дослідження демонструють незаперечну роль LOX у канцерогенезі. 

Показано, що високий рівень активності та експресії цього ензиму 

асоціюється з поганим прогнозом у пацієнтів з раком грудної залози [274], 

яєчників [275], простати [276], підшлункової залози [277],  прямої кишки 

[278], шлунка [279] та легені [280], а її інгібітори, зокрема бета-

амінопропіонітрил,  розглядаються як перспективні протипухлинні агенти 

[281, 282].  Відомо, що за умов гіпоксії, у відповідь  на стабілізацію  

транскрипційного фактора HIF1α, індукується експресія LOX, що є 

ключовим ензимом, залученим до метастазування [274, 283]. Окрім того, в 

літературі є дані про залучення LOX до контролю ЕМТ, міграції, 

інвазивностї, адгезивності пухлинних клітин шляхом активації сигнальних 

шляхів, залежних від кінази фокальної адгезії FAK та нерецепторної 
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тирозинкінази Src [279, 284, 284]. LOX здатна стимулювати проліферацію 

пухлинних клітин шляхом утримання EGFR на мембрані клітини [285], 

активувати Akt-залежну експресію VEGF і таким чином посилювати 

ангіогенез [287, 288]. Показано, що пригнічення експресії  Loxl2 у клітинах 

карциноми нирки супроводжується зниженням інвазивності та пригніченням 

ЕМТ за участі Src/FAK-залежного сигнального шляху [289]. З іншого боку, 

більш пізні роботи демонструють, що пропептид  LOX-РР, який утворюється 

шляхом позаклітинного протеолізу проензиму, навпаки, пригнічує ріст 

пухлин печінки [290], простати [291], молочної залози [292] та шлунка [293], 

що свідчить  про різноспрямований вплив зрілої LOX і LOX-РР [294]. Сато та 

співавтори показали, що SH3 домен LOX-РР може взаємодіяти з Ruk/CIN85 і 

пригнічувати Ruk/CIN85-індуковану інвазивність [295]. 

Таким чином, одержані нами результати свідчать про те, що клітини 

4Т1 з надекспресією Ruk/CIN85 мають ознаки амебоїдного типу міграції: 

зниження адгезивності, пригнічення перицелюлярного протеолізу, 

наявність кортикального актинового кільця, та активація лізилоксидази. 

Ймовірно, надекспресія Ruk/CIN85 індукує в клітинах лінії 4Т1 

мезенхімно-амебоїдний перехід, внаслідок чого ці клітини набувають 

змішаного мезенхімо-амебоїдного фенотипу (рис. 3.1, 3.16) та 

характеризуються посиленням міграційної активності [166].  

 

3.5 Дослідження ролі адаптерного протеїну Ruk/CIN85 у контролі розвитку 

ознак, властивих раковим стовбуровим клітинам (експресії маркерів CSCs, 

формуванння мамосфер, росту в напіврідкому агарі, хіміорезистентності) 

Ракові стовбурові клітини (Cancer stem cells, CSCs) – це невелика 

субпопуляція клітин пухлини, здатних до самовідтворення та ініціювання 

розвитку пухлини, в тому числі й метастазів. CSCs характеризуються 

експресією маркерів дедиференціювання, специфічних поверхневих маркерів, 

активацією «ембріональних» сигнальних шляхів, підвищеною хіміо- та 

радіорезистентністю, стійкістю до аноїкісу [296]. Також продемонстровано, що 
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прояв ознак ракових стовбурових клітин корелює із наявністю маркерів ЕМП, 

підвищеною інвазивністю, здатністю до метастазування та радіорезистентністю 

пухлин різного походження [297, 298]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 3.16 Матриксні металопротеїнази пригнічують інвазивність клітин 4Т1 

шляхом продукції ангіостатинів. А - вміст ангіостатинів у лізатах (L) та 

кондиційованому середовищі (С) клітин субліній 4Т1. Як позитивний контроль 

використовували препарат плазміногену (Pg). Б, В – вплив ангіостатинів К1-3 і К5 

на інвазивність клітин високоінвазивної сублінії RukUp-1 (Б – репрезентативні 

зображення клітин, що проінвазували через шар Матригелю, В – значення 

коефіцієнта інвазивності). Г, Д – вплив інгібітора ММРаз GM6001 і інгібітора 

серинових протеїназ pNFGB - на низькоінвазивні клітини RukDown (Г – 

репрезентативні зображення клітин, що проінвазували через шар Матригелю, Д – 

значення коефіцієнта інвазивності). * - p<0,05 відносно нестимульованого 

контролю, n=3 
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Одним із ймовірних шляхів походження ракових стовбурових шляхів є 

дедиференціювання та репрограмування клітин-попередників [299]. З метою 

дослідження впливу адаптерного протеїну Ruk/CIN85 на рівні експресії генів, 

пов’язаних із репрограмуванням, було оцінено за допомогою кількісної ПЛР 

рівні експресії транскрипційних факторів Klf4, Pou5f1, Sox2 і Myc («факторів 

Яманаки»), а також Nanog та Id1. Було показано, що при надекспресії  

Ruk/CIN85 у клітинах лінії 4Т1 достовірно зростає рівень експресії ТФ Klf4, а 

при пригніченні експресії Ruk/CIN85 достовірно знижується рівень експресії 

ТФ Pou5f1. Також, продемонстровано пряму залежність між рівнем експресії 

Ruk/CIN85 і фактора репрограмування Nanog, та зростання рівня експресії 

інгібітора диференціювання Id1 як при зростанні, так і при зниженні 

експресії Ruk/CIN85 (рис. 3.17, А) [300].  

Показано, що KLF4 необхідний для підтримання популяції CSCs, 

міграції та інвазії клітин раку молочної залози людини ліній MCF-7 та MDA-

MB231 [301]. Також, на моделі клітин раку молочної залози миші лінії 4Т1 

продемонстровано, що клітини 4Т1 з високим рівнем експресії Oct4 

характеризуються експресією специфічних маркерів CSCs, здатністю до 

формування мамосфер та значним туморогенним потенціалом in vivo, і 

навпаки [302]. ТФ Nanog контролює підтримання плюрипотентного стану 

клітин та їх здатність до самовідтворення, а високий рівень експресії цього 

ТФ стимулює ріст пухлин та метастазування клітин раку грудної залози 

[303].  

Для ідентифікації CSCs використовують специфічні маркери, зокрема 

для CSCs грудної залози властивий фенотип CD44
+
CD24

-/low
 [304]. Було 

проаналізовано рівні експресії поверхневих маркерів Cd44 та Cd24 у клітинах 

4Т1 з різним вмістом адаптерного протеїну Ruk/CIN85 і встановлено, що у 

клітинах сублінії RukUp-1 достовірно зростає рівень експресії Cd44 і 

знижується - Cd24 у порівнянні з відповідним контролем, тоді як для сублінії 

RukDown виявлено протилежну закономірність (рис. 3.17, Б). Ці дані 

дозволяють зробити висновок, що при надекспресії адаптерного протеїну 
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клітин, які проявляють ознаки CSCs [300].  

CD44 - це поверхневий глікопротеїн, рецептор гіалуронової кислоти, 

залучений до диференціювання, міграції, ангіогенезу, регулювання проліферації 

та виживаності. Сигналювання, що залежить від поверхневого глікопротеїну 

CD24, контролює процеси проліферації, диференціювання та апоптозу. 

Високий коефіцієнт відношення CD44/CD24 вважається надійною 

характеристикою CSCs раку молочної залози і є індикатором їх високого 

туморогенного потенціалу [305].  

 

 

Рис. 3.17 Адаптерний протеїн Ruk/CIN85 модулює експресію генів, 

залучених до репрограмування (А), та поверхневих маркерів ракових 

стовбурових клітин грудної залози (Б). * - р<0,05 у порівнянні з відповідним 

контролем, n=4 

 

Поряд із співвідношенням експресії CD44/CD24, для характеристики 

CSCs раку молочної залози використовують такий показник, як рівень 

активності ензиму детоксикації альдегіддегідрогенази (АЛДГ), яку 

пов’язують із міграцією та метастазуванням пухлинних клітин [305]. 

Альдегіддегідрогеназа належить до родини НАД(Ф)
+
-залежних ензимів, 

залучених до детоксикації широкого спектру альдегідів шляхом їх 

перетворення на слабкі карбонові кислоти. Активація АЛДГ може бути 
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одним із механізмів хіміорезистентності пухлинних клітин і розглядається як 

ознака CSCs. Активність АЛДГ оцінювали хемілюмінісцентним методом за 

продукуванням Н2О2 [214]. Як видно з рис. 3.18, існує пряма залежність між 

активністю досліджуваного ензиму та рівнем експресії Ruk/CIN85. Так, 

активність АЛДГ виявилась приблизно в 1.5 рази вищою для клітин RukUp-1 

і в 1.5 рази нижчою – для клітин RukDown порівняно з відповідними 

контрольними клітинами. У попередніх дослідженнях на моделі 

аденокарциноми грудної залози людини лінії MCF-7 нами було виявлено, що 

активність АЛДГ зростає у разі надекспресії Ruk/CIN85 [306], що свідчить 

про залучення цього адаптерного протеїну до регулювання експресії й 

активності основних маркерів ракових стовбурових клітин. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 3.18 Активність альдегіддегідрогенази у клітинах 4Т1 з різними 

рівнями експресії Ruk/CIN85. * - р<0,05 у порівнянні з відповідним 

контролем, n=4 

 

Одними з ключових властивостей CSCs є їх здатність до самовідтворення 

та стійкість до аноїкісу (запрограмованої клітинної загибелі, що індукується 

відсутністю прикріплення клітин до субстрату), що є передумовою підвищеної 

туморогенності. Тому, на наступному етапі було досліджено здатність субліній 

клітин 4Т1 з різними рівнями експресії Ruk/CIN85 до формування сфероїдів 

(мамосфер) при культивуванні на низькоадгезивному пластику за 
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детермінованих умов. Виявлено, що клітини усіх досліджуваних субліній 

мають здатність утворювати сфероїди на низькоадгезивному пластику за 

детермінованих умов. Контрольні клітини Mock та Scr формують компактні, з 

щільними міжклітинними контактами сфероїди. Водночас, клітини з 

надекспресією Ruk/CIN85 формують достовірно більшу кількість сфероїдів, які 

характеризуються неправильною формою у порівнянні з кулеподібною формою 

сфероїдів контрольних клітин. При серійному пасажуванні протягом ще трьох 

пасажів виявлено, що на кожному з наступних пасажів клітини з надекспресією 

Ruk/CIN85 формують більшу кількість сфероїдів, аніж відповідні контрольні 

клітини (рис. 3.19), причому особливості морфології сфероїдів зберігаються. 

Клітини сублінії RukDown утворюють сфероїди правильної округлої форми, 

кількість яких була достовірно нижчою у порівнянні з контролем [300].  

Зростання частки CSCs у пухлинах призводить до посилення 

резистентності онкологічних хворих до хіміо- та рідаотерапії і, як наслідок, до 

поганого прогнозу [307]. Для дослідження ролі адаптерного протеїну 

Ruk/CIN85 у набутті ознак CSCs було досліджено виживаність субліній клітин 

4Т1 за присутності доксорубіцину. Встановлено, що виживаність клітин 

сублінії RukUp-1 достовірно зростає при дії 0.1 та 1.0 μМ доксорубіцину, тоді 

як виживаність клітин сублінії RukDown знижувалась достовірно при 0.1, 1.0 та 

10 μМ протипухлинного агенту (рис. 3.20, А). Окрім того, надекспресія 

Ruk/CIN85 супроводжувалась достовірним зростанням ІС50 доксорубіцину, а 

при пригніченні експресії Ruk/CIN85 у клітинах лінії 4Т1 ІС50 доксорубіцину 

достовірно знижувалась (рис. 3.20, Б). 

Додатково було проаналізовано здатність клітин 4Т1 з різними рівнями 

експресії Ruk/CIN85 до формування колоній в напіврідкому агарі за 

присутності доксорубіцину. Було встановлено, що за контрольних умов (у 

відсутності доксорубіцину) усі досліджувані сублінії мали здатність до 

формування колоній в напіврідкому агарі, але контрольні сублінії Mock та Scr 

утворювали колонії правильної форми, з гладкою поверхнею; колонії, утворені 

клітинами сублінії RukDown, також мали правильну форму і загалом 
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нагадувалиь контрольні, але характеризувались більшими розмірами; клітини 

RukUp-1 формували достовірно більшу кількість колоній неправильної форми, 

з нерівними краями (рис. 3.21, А), що свідчить про зростання їхнього 

трансформувального потенціалу, тоді як пригнічення експресії Ruk/CIN85 

супроводжувалось достовірним зниженням здатності до утворення колоній в 

напіврідкому агарі. За присутності доксорубіцину у концентраціях 0.01, 0.05 та 

0.1 μМ спостерігали достовірно більшу кількість колоній, утворених клітинами 

RukUp-1 у порівнянні з відповідним контролем, тоді як кількість колоній, 

утворених клітинами сублінії RukDown, була достовірно нижчою (рис. 3.21, Б) 

[308]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 3.19 Адаптерний протеїн Ruk/CIN85 модулює здатність клітин 4Т1 

формувати сфероїди. А – Репрезентативні фотографії сфероїдів при 

культивуванні на низькоадгезивному пластику. Б – кількість сфероїдів на 1-4 

пасажах при серійному пасажуванні. * - р<0,05 у порівнянні з відповідним 

контролем на тому ж пасажі, n=3 
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Рис. 3.20 Адаптерний протеїн Ruk/CIN85 модулює 

хіміорезистентність клітин субліній 4Т1 залежно від рівня його експресії. 

А – виживаність клітин 4Т1 з різним вмістом Ruk/CIN85 у присутності 

доксорубіцину у концентраціях 0,1 – 10 μМ. Б -  значення ІС50 

доксорубіцину для клітин 4Т1 з різним вмістом Ruk/CIN85. * - р<0,05 у 

порівнянні з відповідним контролем, n=4  

 

На сьогодні відомо, що резистентність пухлинних клітин до хіміотерапії 

може реалізуватись за рахунок різноманітних механізмів. Серед них: контроль 

прогресії клітинного циклу, посилена репарація пошкодженої ДНК, активація 

виведення препарату з клітини за участі АВС мембранних транспортерів чи 

знешкодження за участі альдегіддегідрогенази [197]. Окрім цього, до розвитку 

хіміорезистентності залучені сигнальні шляхи PI3K/Akt/mTOR, NF-κB, p53 [306, 

309, 310]. Попередні дослідження показали, що надекспресія Ruk/CIN85 у 

клітинах аденокарциноми грудної залози людини лінії MCF-7 супроводжується 

підвищенням резистентності до цисплатину і етопозиду, а також посиленим 

виключенням родаміну 123 [306], що узгоджується з результатами, одержаними 

в даній роботі. Відомо, що резистентні до доксорубіцину клітини лінії MCF-7 

характеризуються пригніченням експресії гена TOP2A, продукт якого є 

основною мішенню доксорубіцину, а також підвищенням експресії мембранних 

АВС транспортерів, регуляторів клітинного циклу і проліферації [311]. З даних 
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літератури відомо, що Ruk/CIN85 може бути залучений до контролю апоптозу та 

виживаності пухлинної клітині. Ruk/CIN85 взаємодіє з МАРККК MEKK4, що 

веде до активації МАРК р38, залученої до відповіді клітини на стрес [312]. У 

комплексі з Src, Ruk/CIN85 активує антиапоптичний сигнальний шлях 

TRAIL/MEKK4/p38/HSP27/Akt, який захищає клітини від загибелі при дії 

проапоптичного цитокіна TRAIL [98]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 3.21 Надекспресія адаптерного протеїну  Ruk/CIN85 

супроводжується посиленням здатності формувати колонії в напіврідкому агарі. 

А – репрезентативні зображення колоній, отримані за допомогою інвертованого 

мікроскопа при збільшенні 40х і 200х. Б - кількість колоній в напіврідкому 

агарі, сформованих клітинами 4Т1 з різним вмістом Ruk/CIN85 за присутності 

доксорубіцину у концентраціях 0,01 – 0,1 μМ. * - р<0,05 у порівнянні з 

відповідним контролем, n=3 
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Таким чином, одержані в даній дисертаційній роботі результати 

свідчать про те, що надекспресія адаптерного протеїну Ruk/CIN85 

супроводжується посиленням прояву ознак ракових стовбурових клітин, в 

тому числі хіміорезистентності [313], тоді як клітини з пригніченою 

експресією Ruk/CIN85 втрачають таку властивість. 

 

3.6 З’ясування ролі адаптерного протеїну Ruk/CIN85 у метастазуванні in 

vivo (трансендотеліальна міграція, проникність капілярів легенів до 

барвника Evans Blue, ефективність колонізації легенів, метастазування в 

легені на моделі експериментального метастазування) 

Одержані результати стосовно ролі адаптерного протеїну Ruk/CIN85 у 

контролі адгезивності, рухливості, інвазивності свідчать про можливий ефект 

Ruk/CIN85 на пухлинний ріст та метастазування in vivo. Процес 

екстравазування (виходу пухлинних клітин з кровотоку в тканину органа-

мішені) є ключовим у метастазуванні, алже саме на цьому етапі відбувається 

«хоумінг» і колонізація органа-мішені [111]. Для первинної оцінки 

ефективності екстравазування клітин 4Т1 з різними рівнями експресії 

Ruk/CIN85 було використано тест на міграцію пухлинних клітин через шар 

первинних ендотеліоцитів легені у модифікованій камері Бойдена 

(трансендотеліальна міграція, ТЕМ), найбільш найближений до стану in vivo. 

Було встановлено, що клітини 4Т1 з надекспресією Ruk/CIN85 

характеризуються зростанням коефіцієнта ТЕМ більш ніж у 10 разів, у 

порівнянні з контролем, тоді як клітини 4Т1 з пригніченням експресії 

Ruk/CIN85 практично втрачають цю здатність (рис. 3.22, А). На моделі in vivo 

оцінювали проникність капілярів легені мишей лінії Balb/c (за проникністю для 

барвника Evans Blue), яким вводили внутрішньовенно клітини лінії 4Т1 з різними 

рівнями експресії адаптерного протеїну Ruk/CIN85, та ефективність колонізації 

легені (за кількістю резистентних до 6-тіогуаніну колоній, що утворюються 

пухлинними клітинами, ізольованими з легені). Було продемонстровано, що 

через 24 год після введення пухлинних клітин досліджуваних субліній у 
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кровотік, у групі RukUp-1 достовірно зростала як проникність судин легені, так і 

кількість резистентних до 6-тіогуаніну колоній у порівнянні з контрольною 

групою Mock (рис. 3.22, Б-Г). Ці дані свідчать про те, що надекспресія Ruk/CIN85 

у клітинах лінії 4Т1 веде до посиленого екстравазування in vivo, що може 

вказувати на зростання метастатичного потенціалу. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 3.22 Надекспресія адаптерного протеїну Ruk/CIN85 у клітинах 

лінії 4Т1 супроводжується посиленням екстравазування. А – Коефіцієнт 

трансендотеліальної міграції клітин з різним вмістом Ruk/CIN85. Б – 

проникність капілярів легені до барвника Evans Blue. В, Г – ступінь 

колонізації легені (В – зображення колоній, утворених клітинами 

досліджуваних субліній клітин 4Т1, які промігрували в тканину легені, Г – 

кількість колоній, утворених клітинами 4Т1 з різним вмістом Ruk/CIN85). * - 

р<0,05 у порівнянні з відповідним контролем, n=3 
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Для оцінки ефективності метастазування клітин 4Т1 з різним вмістом 

адаптерного протеїну Ruk/CIN85 на моделі експериментального 

метастазування, пухлинні клітини досліджуваних субліній вводили у 

хвостову вену 8-тижневим самкам мишей лінії Balb/c, і через 2 тижні після 

цього оцінювали кількість поверхневих метастазах у легенях тварин і 

морфологічні зміни у структурі легенів.  Було встановлено, що клітини 4Т1 з 

надекспресією Ruk/CIN85 утворюють достовірно більшу кількість метастазів 

у легені, у порівнянні з контролем, тоді як пригнічення експресії Ruk/CIN85 у 

клітинах 4Т1 супроводжувався практично повною втратою здатності до 

метастазування (рис. 3.23, А, Б). Морфологічний аналіз зразків легені 

показав, що у контрольних зразках (групи Mock і Scr) присутні солідні 

метастази, а також ознаки інвазії у просвіт судин. Легені тварин з групи 

RukUp-1 були практично повністю заміщені пухлинними клітинами, часто 

спостерігали інвазію в кровоносні судини. У тварин групи RukDown легені 

переважно зберігали нормальну структуру, рідко виявляли поодинокі 

мікрометастази (рис. 3.23, В). При морфологічному аналізі оцінювали також 

ступінь інфільтрації легенів пухлинними клітинами, і отримали наступний 

розподіл: група Mock - ++, RukUp-1 - ++++, Scr - ++, RukDown - +.  

омо, що для «хоумінгу» в органи-мішені та формування вторинних 

вогнищ пухлинного росту (метастазів), в пухлинних клітинах індукується 

мезенхімно-епітелійний перехід (МЕТ) – процес, обернений до ЕМТ, який 

характеризується індукуванням молекул адгезії, зростанням рівня 

диференціювання клітин, а також посиленням проліферації. Для оцінки 

проліферативної активності пухлинних клітин лінії 4Т1 з різним вмістом 

Ruk/CIN85 в межах легеневих метастазів, аналізували вміст антигена 

проліферації Кі67 в ядрах клітин. Було встановлено, що у зразках легені 

групи RukUp-1 відсоток Кі67-позитивних клітин був достовірно вищим, ніж 

у контролі, тоді як в групі RukDown цей показник достовірно знижувався 

(рис. 3.24), що може свідчити про індукцію МЕТ в клітинах 4Т1 з 

надекспресією Ruk/CIN85, які метастазували в легені. 
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Рис. 3.23 Надекспресія адаптерного протеїну Ruk/CIN85 веде до 

зростання ефективності метастазування в легені на моделі 

експериментального метастазування. А – зображення зразків правої легені 

тварин досліджуваних груп, фіксованих розчином Буена. Б – кількість 

поверхневих метастазів. В – морфологічний аналіз легенів тварин 

досліджуваних груп. * - р<0,05 у порівнянні з відповідним контролем, n=5 



127 

 

0

5

10

15

20

25

30

35

40

45

В
ід

со
то

к
 К

І6
7

-п
о

зи
ти

в
н

и
х

 

к
л
іт

и
н

*

*

Scr RukDown

Mock                        RukUp-1

А Б  

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 3.24 Вміст ядерного фактора проліферації Ki-67 у клітинах 

легеневих метастазів. А – репрезентативні зображення препаратів, Б – 

відсоток Кі67-позитивних клітин. * - р<0,05 у порівнянні з відповідним 

контролем, n=5 

 

В даній дисертаційній роботі на моделі клітин раку грудної залози було 

вперше продемонстровано, що надекспресія адаптерного протеїну Ruk/CIN85 

супроводжується зростанням ефективності екстравазування та 

метастазування клітин лінії 4Т1 in vivo, тоді як пригнічення експресії 

Ruk/CIN85 веде до значного зниження темпів екстравазування та практично 

повної втрати здатності до метастазування. Подібні результати були 

одержані і на моделі меланоми миші лінії В16: пригнічення експресії 

Ruk/CIN85 за допомогою shRNA вело до зниження як рухливості та 

інвазивності in vitro, так і до практично повного пригнічення метастазування 

в легені  in vivo [227]. Також, аналіз зразків первинних пухлин людини 

демонструє, що вміст Ruk/CIN85 у пухлинних тканинах не лише вищий, аніж 

в нормальних тканинах, але й корелює з рівнем злоякісності пухлини. Так, на 

зразках раку простати людини показано, що вміст Ruk/CIN85 у пухлинах 

простати достовірно вищий, ніж у нормальній простаті, до того ж, вміст 

Ruk/CIN85 позитивно корелює з індексом Глісона (Gleason score) [87]. Аналіз 

зразків доброякісних та злоякісних новоутворень шкіри виявив підвищений 
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вміст Ruk/CIN85 у порівнянні з нормальними зразками, причому в злоякісно 

трансформованих зразках вміст Ruk/CIN85 був найвищим, і корелював з 

наявністю метастазів у лімфовузлах та дистантних метастазів [101]. На 

зразках недрібноклітинного раку голови та шиї (HNSCC) продемонстровано, 

що підвищений рівень експресії мРНК Ruk/CIN85 корелює з наявністю 

метастазів у лімфовузлах та клінічною стадією розвитку пухлини [102]. 

Вміст Ruk/CIN85 виявився достовірно вищим у зразках карциноми шийки 

матки у порівнянні з нормальним епітелієм шийки матки, причому вищий 

вміст Ruk/CIN85 спостерігався в зразках з глибинною інвазією пухлини, 

порівняно з поверхневою інвазією [100].  

Нами було продемонстровано, що при надекспресії адаптерного 

протеїну Ruk/CIN85 у клітинах лінії 4Т1 зростає вміст ядерного антигена 

проліферації Кі67 у легеневих метастазах, тоді як проліферативна активність 

цих клітин у культурі, навпаки, знижується. В той же час, клітини з 

пригніченою експресією Ruk/CIN85 характеризуються підвищеною 

проліферацією в культурі клітин, тоді як у легеневих метастазах, навпаки, 

знижується кількість Кі67-позитивних ядер. Таким чином, було виявлено 

різноспрямовані зміни в проліферативній активності у клітинах лінії 4Т1 в 

культурі (і, ймовірно, первинній пухлині) і в метастазах. Для позначення 

генетичних, епігенетичних та метаболічних змін у пухлинній клітині, які 

відбуваються при переході від метастазування до «хоумінгу» в орган-мішень 

і формування нового центру пухлинного росту, використовують термін 

мезенхімно-епітелійний перехід (МЕТ). В результаті МЕТ пухлинні клітини в 

зоні метастазування знову набувають епітелійних ознак, в тому числі 

експресують Е-кадгерин та інші маркері диференціювання, відновлюють 

проліферативну активність тощо [315, 316]. Аналіз Кі67 позитивних клітин у 

метастазах з раком грудної залози показав, що високий індекс Кі67 у 

метастазах корелює з високим рівнем смертності пацієнтів. Також, було 

виявлено, що зміна індексу Кі67 з високого у первинній пухлині на низький у 

метастазах є маркером кращої виживаності пацієнтів [317].  
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У підсумку, підвищений рівень експресії/вміст адаптерного протеїну 

Ruk/CIN85 є ознакою злоякісно трансформованих клітин, а зростання 

експресії цього адаптера у пухлинних клітинах супроводжується посиленим 

метастазуванням і є ознакою поганого прогнозу. Узагальнена схема участі 

адаптерного протеїну Ruk/CIN85 у контролі біологічних відповідей клітини 

представлена на рис. 3.25. 

Рис. 3.25 Участь адаптерного протеїну Ruk/CIN85 у контролі 

проліферації, адгезії, міграції, інвазії та метастазування пухлинних клітин. 
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АНАЛІЗ ТА УЗАГАЛЬНЕННЯ РЕЗУЛЬТАТІВ 

Рак грудної залози займає лідируючі позиції за смертністю серед інших 

онкологічних захворювань. Основними причинами високого рівня смертності 

є метастазування і набуття стійкості до хіміотерапії. На сьогодні відомо, що в 

основі інвазивності та метастазування пухлинних клітин лежить зворотний 

процес трансдиференціювання клітин, який супроводжується втратою 

міжклітинних контактів, апікально-базальної полярності, та набуттям 

витягнутої фібробластоподібної форми клітини, активацією ензимів 

ремоделювання позаклітинного матриксу, і, як наслідок, зростанням 

рухливості й інвазивності пухлинних клітин. Цей проце отримав назву 

епітелійно-мезенхімний перехід (ЕМТ) [133, 134]. Індукторами ЕМТ можуть 

бути TGF-β, WNT, NOTCH, сигнальні шляхи, залежні від РТК, інтегринів, 

цитокінів, гіпоксії [135]. У відповідь на сигналювання, залежне від індукторів 

ЕМТ, в пухлинній клітині активуються транскрипційні фактори – регулятори 

ЕМТ, до яких належать SNAIL, TWIST і ZEB [133]. Ці транскрипційні 

фактори пригнічують експресію «епітелійних» генів, наприклад, Е-кадгерину, 

і активують експресію «мезенхімних» генів, наприклад, віментину, що й 

зумовлює зміни у функціональних властивостях пухлинної клітини. 

Розрізняють декілька типів міграції/інвазії клітин. За кількістю клітин, які 

мігрують, розрізняють індивідуальну і колективну міграцію. За способом 

міграції/інвазії – мезенхімну та амебоїдну. Клітини, що мігрують/інвазують за 

мезенхімним типом, мають витягнуту веретеноподібну форму і рухаються за 

рахунок розщеплення компонентів позаклітинного матриксу. В той же час, 

клітини, які мігрують за амебоїдним типом, мають округлу форму, та 

рухаються за незалежним від розщеплення позаклітинного матриксу 

механізмом. У відповідь на дію мікрооточення пухлинна клітина може 

змінювати тип міграції з мезенхімного на амебоїдний (мезенхімо-амебоїдний 

перехід, МАТ) і навпаки (амебоїдно-мезенхімний перехід, АМТ) [163, 166]. На 

молекулярному рівні МАТ/МЕТ переходи контролюються малими GTP-азами 

Rho, Rac та Cdc42 [166, 176]. В найбільш загальному розумінні, здатність 
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пухлинних клітин адаптуватись до умов мікрооточення, і вибір оптимальної 

стратегії поведінки, що передбачає епітелійно-мезенхімний перехід (ЕМТ), 

мезенхімо-амебоїдний перехід (МАТ), та мезенхімно-епітелійний перехід 

(МЕТ), має назву епітелійно-мезенхімної пластичності [2]. 

Згідно з сучасними уявленнями, пухлини і культури пухлинних клітин є 

гетерогенними і складаються з субпопуляцій клітин, що відрізняються за 

своїми властивостями і ступенем диференціювання. Однією з таких 

субпопуляцій є ракові стовбурові клітини (Cancer stem cells, CSCs), що мають 

здатність до самовідтворення, характеризуються підвищеною туморогенністю, 

хіміо- і радіорезистентністю, здатністю до метастазування. Для CSCs є 

характерними низка властивостей – активація «ембріональних» сигнальних 

шляхів, експресія транскрипційних факторів, властивих для 

недиференційованих клітин, здатність проліферувати незалежно від підложки, 

експресія специфічних поверхневих маркерів [197]. Між проявом ознак CSCs і 

ЕМТ існує взаємозв’язок: індукція ЕМТ у нормальних імморталізованих 

епітеліоцитах веде до зростання кількості клітин, що володіють ознаками 

CSCs [200], тоді як індукція ЕМТ у пухлинних клітинах супроводжується 

зростанням розмірів популяції CSCs та резистентності таких клітин до 

хіміотерапії [200, 201]. 

У зв’язку з цим, існує потреба пошуку молекулярних мішеней для 

впливу на клітини, що мають високоінвазивний мезенхімний/амебоїдний 

фенотип та проявляють ознаки ракових стовбурових клітин. Серед 

потенційних мішеней для скерованої протипухлинної терапії виділяють 

різноманітні компоненти сигнальних комплексів клітини: мембранні 

рецептори, ефекторні кінази, транскрипційні фактори, адаптерні протеїни. 

Адаптери – це протеїни модульної будови, які забезпечують збирання 

сигнальних комплексів, регулюють, скеровують та полегшують 

внутрішньоклітинне сигналювання. Адаптерний протеїн Ruk/CIN85 (Regulator 

for ubiquitous kinase/Cbl-interacting protein of 85 kDa) складається з трьох SH3 

доменів (А, В і С) на N-кінці, збагаченого на пролін району та 



132 

 

надспіралізованого домену на С-кінці [61]. Шляхом взаємодії з протеїнами-

партнерами (яких на сьогодні відомо понад 300) Ruk/CIN85 бере участь у 

таких процесах як ендоцитоз активованих рецепторних тирозинкіназ, 

організація і біогенез елементів цитоскелету, адгезія, інвазія, апоптоз тощо [58, 

61]. Раніше було показано, що первинні пухлини грудної залози людини 

характеризуються підвищеною експресією Ruk/CIN85 у порівнянні з умовно 

нормальною оточуючою тканиною, особливо в зонах інвазії та 

метастазування, а високий рівень експресії Ruk/CIN85 корелює з пізніми 

стадіями розвитку пухлини і поганим прогнозом [8]. Водночас, молекулярні 

механізми залучення цього адаптерного протеїну до процесів міграції, інвазії й 

метастазування вивчені недостатньо.  

Для дослідження ролі адаптерного протеїну Ruk/CIN85 у контролі 

міграції й інвазії пухлинних клітин нами було використано сублінії клітин 

аденокарциноми грудної залози миші лінії 4Т1 зі стабільною надекспресією 

(сублінії RukUp-1, RukUp-2) і зниженою експресією (сублінія RukDown) 

Ruk/CIN85.  

Проліферативний потенціал одержаних субліній оцінювали шляхом 

прямого підрахунку, за допомогою МТТ-тесту і за кількістю Кі67-позитивних 

клітин, і показали, що рівень експресії Ruk/CIN85 у сублініях клітин 4Т1 

негативно корелює з їх проліферативним потенціалом. Також було 

встановлено негативну залежність між експресією Ruk/CIN85 і адгезивністю 

клітин 4Т1. Дослідження міграції за допомогою тесту на заростання 

«подряпини» і інвазії за допомогою модифікованої камери Бойдена показало, 

що при надекспресії Ruk/CIN85 достовірно зростають як рухливість, так і 

інвазивність через Матригель, колаген 1 типу і фібронектин клітин 4Т1, тоді 

як при пригніченні експресії Ruk/CIN85 як рухливість, так і інвазивність 

достовірно знижуються. Таким чином, нами продемонстровано, що 

адаптерний протеїн Ruk/CIN85 залучений до контролю проліферації, 

адгезивності, рухливості та інвазії клітин раку грудної залози і, ймовірно, 
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слугує «перемикачем» між проліферативним та інвазивним станами пухлинної 

клітини [224]. 

Експресію генів, асоційованих з ЕМТ, оцінювали методами кількісної 

ПЛР, Вестерн-блот аналізу та флуоресцентної конфокальної мікроскопії. Було 

встановлено, що у клітинах 4Т1 з надекспресією Ruk/CIN85 зростають рівні 

експресії ключових регуляторів ЕМТ – транскрипційних факторів Snai1, 

Twist1, Zeb1 i Zeb2, а також мезенхімного маркера віментину. Тоді як у 

клітинах сублінії RukDown рівні експресії Snai1, Twist1, Zeb1, Zeb2 та 

віментину достовірно знижуються, проте зростає експресія епітелійного 

маркера Е-кадгерину. Також було проаналізовано рівні експресії молекул 

адгезії (Tgfb1, Icam1, Tjp, Itgb1, Fn1, Cfl1),  запалення (Lcn-2, Il-2, Il-6, Tnf, 

Ccl2, Cxcl5), та деградації позаклітинного матриксу (Mmp2, Mmp9, Mmp13, 

Mmp14, Ctsd, Plau, Plaur, Serpine1) у клітинах 4Т1 з різними рівнями експресії 

Ruk/CIN85. Виявлено негативну кореляцію між рівнем експресії Ruk/CIN85 і 

експресією молекул адгезії – Tjp, Icam1, Itgb1, Cfl1, що співвідноситься з 

адгезивністю досліджуваних субліній клітин 4Т1. Серед молекул запалення та 

імунної відповіді виявлено позитивний зв‘язок рівня експресії Ruk/CIN85 з 

Lcn-2, Il-2, Il-6, і негативний – з Tnf, Ccl2, Cxcl5. Аналіз експресії ензимів 

деградації ЕСМ свідчить про зниження експресії позаклітинних протеїназ 

(особливо ММР-2 і ММР-9) у клітинах RukUp-1 і зростання їх експресії в 

клітинах RukDown. Таким чином,  результати профілювання генів, 

асоційованих з ЕМТ, дозволили вперше продемонструвати здатність 

адаптерного протеїну Ruk/CIN85 контролювати епітелійно-мезенхімну 

пластичність залежно від рівня його експресії в пухлинних клітинах.  

Активність матриксних металопротеїназ ММР-2 і ММР-9 оцінювали 

методом желатинової зимографії і показали, що активність цих ензимів 

зростає в клітинах RukDown і знижується в клітинах RukUp-1. Забарвлення 

актинового цитоскелету за допомогою TRITC-міченого фалоїдину дозволило 

виявити у клітинах сублінії RukUp-1 кортикальне актинове кільце і 

вип‘ячування мембрани - «блеби». Також, виявили достовірне зростання як 



134 

 

рівня експресії, так і активності лізилоксидази у клітинах RukUp-1, та 

пригнічення експресії і активності цього ензиму в клітинах сублінії RukDown. 

Разом, ці результати демонструють ознаки амебоїдного типу міграції і 

наявність змішаного мезенхімно-амебоїдного фенотипу у клітин 4Т1 з 

надекспресією Ruk/CIN85. За допомогою Вестерн-блот аналізу було виявлено 

фрагмент плазміногену (ангіостатин) з молекулярною масою 50 кДа у лізатах 

клітин, причому найбільшу його кількість виявлено у клітинах сублінії 

RukDown, а в клітинах сублінії RukUp-1 ангіостатини майже не детектувались. 

Показано, що застосування ангіостатинів пригнічує інвазивність клітин 4Т1 

RukUp-1, тоді як інгібітор металопротеїназ GМ6001 відновлює інвазивність 

клітин RukDown. Таким чином, матриксні металопротеїназ, ймовірно, 

пригнічують інвазивність клітин 4Т1 шляхом продукування ангіостатинів.  

Ступінь прояву ознак ракових стовбурових клітин оцінювали за 

експресією специфічних поверхневих маркерів CD44 і CD24 та генів 

репрограмування, здатністю формувати сфероїди,  та хіміорезистентністю. 

Встановлено, що при надекспресії Ruk/CIN85 зростають рівні експресії CD44, 

Klf4, Nanog, і знижується - CD24, а за умов down-регулювання Ruk/CIN85 

знижуються рівні експресії CD44, Oct4, і зростає - CD24. Дослідження 

здатності клітин 4Т1 з різними рівнями експресії Ruk/CIN85 до формування 

сфероїдів показало, що клітини RukUp-1 формують достовірно більшу 

кількість сфероїдів, причому ця здатність зберігається протягом як мінімум 4 

пасажів, а клітини RukDown, навпаки, характеризуються пригніченням 

сфероїдоутворювального потенціалу. Хіміорезистентність оцінювали за 

значеннями ІС50 для доксорубіцину у досліджуваних сублініях клітин 4Т1, за 

формуванням колоній у напіврідкому агарі за присутності доксорубіцину, і за 

активністю ензиму детоксикації ALDH. Встановлено, що при надекспресії 

Ruk/CIN85 у клітинах 4Т1 зростає ІС50 для доксорубіцину, кількість 

доксорубіцин-резистентних колоній в напіврідкому агарі, та активність ALDH, 

а пригнічення експресії Ruk/CIN85, навпаки, супроводжується зниженням 
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хіміорезистентності. Отже, надекспресія Ruk/CIN85 у клітинах 4Т1 

супроводжується посиленням прояву ознак ракових стовбурових клітин. 

Ефективність екстравазування in vitro оцінювали за допомогою 

трансендотеліальної міграції (ТЕМ). Показано, що ефективність ТЕМ для 

клітин RukUp-1 зростає у 15 разів, а для клітин сублінії RukDown, навпаки, 

знижується. На моделі in vivo продемонстровано, що при надекспресії 

Ruk/CIN85 зростає проникність капілярів легені, та ступінь її колонізації, у 

порівнянні з контролем. На моделі експериментального метастазування 

встановлено, що у групі RukUp-1 достовірно зростає кількість поверхневих 

метастазів у легені, тоді як у групі RukDown метастази практично не 

виявляються. Морфологічний аналіз зразків легені підтвердив результати 

підрахунку метастазів. Так, легені тварин групи RukUp-1 виявляються 

макрометастази, які заповнюють майже всю тканину легенів, спостерігаються 

ознаки інвазії в сусідні тканини і в судини, тоді як в групі RukDown легені 

зберігають практично нормальну структуру, виявляються лише поодинокі 

мікрометастази. Одрежані результати демонструють, що адаптерний протеїн 

Ruk/CIN85 залучений до контролю екстравазування і метастазування клітин 

лінії 4Т1. У клітинах легеневих метастазів оцінювали відсоток ядер, 

позитивних за антигеном проліферації Кі67, і встановили, що в групі RukUp-1 

зростає відсоток Кі67-позитивних клітин, а в групі RukDown – знижується, що 

є свідченням того, що адаптерний протеїн Ruk/CIN85, ймовірно, індукує 

мезенхімно-епітелійний перехід (МЕТ) у пухлинних клітинах, які 

метастазували в легені. 
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ВИСНОВКИ 

Проведено комплекс експериментальних робіт, які засвідчили участь 

адаптерного протеїну Ruk/CIN85 у контролі епітелійно-мезенхімної 

пластичності на моделях in vitro та in vivo. Результати проведених досліджень 

дозволяють зробити висновок, що високий рівень експресії Ruk/CIN85 в 

клітинах 4Т1 призводить до розвитку високо агресивного, гібридного 

мезенхімно-амебоїдного фенотипу, тоді як пригнічення експресії 

адаптерного протеїна – до фіксування клітин 4Т1 у гомогенному 

епітелійному стані і блокування епітелійно-мезенхімної пластистичності. 

1. Одержано сублінії аденокарциномних клітин грудної залози миші 

лінії 4Т1 зі стабільною надекспресією та зниженою експресією 

повнорозмірної форми адаптерного протеїну Ruk/CIN85. Виявлено 

залежність морфології клітин 4Т1 від рівня експресії Ruk/CIN85 – округлення 

клітин RukUp та посилення епітелійного фенотипу клітин RukDown. 

2. Встановлено, що надекспресія адаптерного протеїну Ruk/CIN85 у 

клітинах аденокарциноми грудної залози миші лінії 4Т1 супроводжується 

зниженням їх проліферативного потенціалу та адгезивності, а також 

посиленням рухливості й інвазивності. У клітинах лінії 4Т1 з пригніченим 

рівнем експресії Ruk/CIN85 виявлено протилежно спрямовані зміни у 

проліферації, адгезивності, рухливості та інвазивності. 

3. Вперше продемонстровано, що адаптерний протеїн Ruk/CIN85 

модулює експресію низки генів, залучених до контролю процесів міграції та 

інвазії, в тому числі віментину, Е-кадгерину, транскрипційних факторів 

Twist1, Snai1, Zeb1/2, металопротеїназ MMP-2, ММР-9, і, в такий спосіб 

стимулює епітелійно-мезенхімний/амебоїдний перехід у клітинах 4Т1 з 

надекспресією цього адаптера. Водночас, профілювання експресії генів 

показало, що клітини 4Т1 з пригніченою експресією Ruk/CIN85 набувають 

ознак епітелійних клітин.  

4. Вперше показано, що надекспресія адаптерного протеїну 

Ruk/CIN85 у клітинах лінії 4Т1 супроводжується зниженням активності 
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металопротеїназ ММР-2 і ММР-9, тоді як у сублінії клітин 4Т1 з down-

регулюванням цього адаптера активність цих ензимів, навпаки, зростає. 

Вперше виявлено, що активація металопротеїназ супроводжується 

пригніченням інвазивності клітин 4Т1 RukDown, ймовірно, за рахунок 

продукування ангіостатинів. Продемонстровано, що клітини з надекспресією 

Ruk/CIN85 характеризуються і іншими ознаками амебоїдного типу міграції: 

округла форма клітин, наявність кортикального актинового кільця та 

вип’ячувань мембрани, підвищена активність і експресія лізилоксидази.  

5. Вперше встановлено, що надекспресія адаптерного протеїну 

Ruk/CIN85 у клітинах лінії 4Т1 супроводжується посиленням експресії генів, 

залучених до процесів репрограмування та підтримання 

недиференційованого стану клітини, а також посиленням прояву ознак 

ракових стовбурових клітин, таких як здатність до росту в неприкріпленому 

стані, самовідтворення, експресія специфічних поверхневих маркерів, 

підвищена резистентність до доксорубіцину. Водночас пригнічення експресії 

Ruk/CIN85 зумовлює як втрату молекулярних маркерів CSCs, так і 

пригнічення сфероїдоутворення.  

6. Продемонстровано, що надекспресія адаптерного протеїну 

Ruk/CIN85 у клітинах лінії 4Т1 супроводжується посиленням їх здатності до 

екстравазування в легені. Надекспресія адаптерного протеїну Ruk/CIN85 у 

клітинах лінії 4Т1 супроводжується посиленням їх здатності до 

метастазування, тоді як down-регулювання Ruk/CIN85, навпаки, веде до 

практично повного пригнічення цього процесую. Встановлено, що в 

легеневих метастазах Ruk/CIN85 індукує мезенхімно-епітелійний перехід, 

асоційований з посиленням проліферативної активності пухлинних клітин. 
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